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POVZETEK 
Mlečnokislinske bakterije so kot celične tovarne pomemben ekspresijski sistem za pridobivanje 
in dostavo proteinov. Ker imajo znaten biotehnološki potencial in zanimanje zanje narašča, se 
pojavlja potreba za razvoj novih orodij, ki bi izboljšala njihovo gensko spreminjanje. V zadnjih 
dveh desetletjih so razvili mnogo novih sistemov za združevanje genov, ki so olajšali in 
izboljšali sestavljanje genskega materiala. Standard BglBrick je ena od tovrstnih na novo 
razvitih metod, ki se je pojavila z optimizacijo in razvojem sistema BioBrick za združevanje 
genov. Temelji na ponovljivih restrikcijah in ligacijah z uporabo dveh različnih restrikcijskih 
endonukleaz, ki generirata kompatibilna kohezivna lepljiva konca. Ta po združitvi tvorita t. i. 
brazgotino v zaporedju DNA, ki je zato prej uporabljena encima ne moreta več razrezati. Sistem 
BglBrick za združevanje genov je bil prvotno razvit za bakterijo Escherichia coli, v okviru te 
magistrske naloge pa smo ga želeli prilagoditi za modelno mlečnokislinsko bakterijo 
Lactococcus lactis. Na osnovi plazmida pNZ8148 smo pripravili nov plazmid pNBBX, ki 
izkorišča restrikcijski endonukleazi BglII in BclI za tvorbo lepljivih koncev z zaporedjem 
GATC. Plazmid pNBBX kodira kaseto NheI-BglII-gen-BclI-XhoI, pri sestavljanju dveh kaset 
pa med njima nastane brazgotina TGATCT. Za preverjanje izražanja genov v plazmidu pNBBX 
smo uporabili tri modelne proteine: infrardeči fluorescentni protein, luciferazo NanoLucTM in 
afinitetno telo za receptor človeškega epidermalnega rastnega dejavnika 2. V pripravljen 
plazmid pNBBX smo z uporabo klasičnega kasetnega kloniranja vstavili gene za omenjene tri 
modelne proteine. Njihovo izražanje smo določali z merjenjem fluorescence in luminiscence 
ter z analizo s pretočno citometrijo. Izražanje proteinov smo ugotavljali tudi s poliakrilamidno 
gelsko elektroforezo, v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata, ki sta ji sledili analizi gela s 
prenosom po westernu in z barvanjem z barvilom Coomassie Briliant Blue. Uspešno smo 
potrdili izražanje vseh treh modelnih proteinov. Sistem BglBrick smo uporabili za združitev 
več genov v istem plazmidu BglBrick in preverili njihovo sočasno izražanje, vendar smo bili 
pri tem neuspešni. Elektroferogrami, ki smo jih naredili po določevanju nukleotidnega 
zaporedja plazmidov so namreč vsebovali več istočasnih signalov, kar nakazuje na 
kontaminacijo plazmidnih vzorcev. 
KLJUČNE BESEDE 
Lactococcus lactis, sistem BglBrick, združevanje genov 
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ABSTRACT 
Lactic acid bacteria as cell factories are important hosts for production and delivery of 
biomolecules of interest. As they have considerable biotechnological potential and increasing 
interest, novel tools for improvement of their genetic manipulation are in demand. A lot of new 
DNA assembly methods have been developed in the last two decades to facilitate and advance 
the gene construction. One of the introduced assembly standards is BglBrick, which emerged 
from optimization of BioBrick assembly. It is a method that consists of iterative DNA digestion 
and ligation using two different restriction enzymes that generate compatible cohesive ends.  
These can be ligated, thereby generating a scar sequence in DNA that cannot be digested with 
either of previously used enzymes. BglBrick assembly was first introduced to Escherichia coli; 
however, in this study we aimed to introduce it to a model lactic acid bacterium Lactococcus 
lactis. We constructed a new plasmid pNBBX, on the basis of pNZ8148, that employs BglII 
and BclI restriction enzymes, which produce GATC sticky ends. After ligation, a TGATCT 
scar sequence is formed between each of the two consecutive cassettes. Altogether, our 
plasmids encode NheI-BglII-gene-BclI-XhoI cassettes. We applied three model proteins to test 
their expression in Lactococcus lactis, namely near-infrared fluorescent protein, NanoLucTM 
luciferase and affibody with the affinity for human epidermal growth factor receptor 2. We 
cloned all three model protein-encoding genes in pNBBX plasmid by using standard cassette 
based cloning. To determine the quantity of expressed proteins we measured fluorescence and 
luminescence and used flow cytometry. Expression was also determined by sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis followed by western blotting and staining with 
Coomassie Briliant Blue. We successfully confirmed the expression of all three model proteins 
used. We also used BglBrick standard to assemble multiple genes in the same BglBrick plasmid, 
and test their concomitant expression but were ultimately unsuccessful. The electropherograms 
after sequencing showed multiple sequence signals that were most probably caused by 
contaminated plasmids. 
KEYWORDS 
Lactococcus lactis; gene assembly; BglBrick system 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
A – adenin 
AGE – agarozna gelska elektroforeza  
bp – bazni par 
C – citozin  
CPEC – kloniranje s krožnim podaljševanjem s polimerazo (ang. circular polymerase extension 
cloning) 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
dNTP - deoksinukleotidi 
G – gvanin  
GIT – gastrointestinalni trakt 
GRAS – splošno priznano kot varno (ang. generally recognized as safe) 
GSO – gensko spremenjeni organizem 
Her2-flag – afinitetno telo za receptor človeškega epidermalnega rastnega dejavnika 2 
IL – interlevkin  
iRFP – infrardeči fluorescentni protein 
MFI – povprečna intenziteta fluorescence (ang. mean fluorescence intensity) 
MLI – povprečna intenziteta luminiscence (ang. mean luminescence intensity) 
MKB – mlečnokislinske bakterije 
NaDS PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
NICE – ekspresijski sistem pod nadzorom nizina (ang. nisin-controlled gene expression system) 
NLuc – luciferaza NanoLucTM  
PCR – verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
RNA – ribonukleinska kislina 
SLIC – kloniranje, neodvisno od zaporedja in ligacij (ang. sequence and ligation-independent 
cloning) 
T – timin  
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1 UVOD 
1.1 Mlečnokislinske bakterije 
Mlečnokislinske bakterije (MKB) so heterogena skupina grampozitivnih bakterij (1). Že 
stoletja jih uporabljamo za pripravo hrane v živilski industriji, predvsem za fermentacijo in 
konzerviranje mlečnih izdelkov, mesa in zelenjave. Zaradi že zelo dolgo poznane varne uporabe 
jim je Zvezna agencija za hrano in zdravila Združenih držav Amerike podelila status splošno 
priznanih varnih bakterij (GRAS) (1, 2). Prisotne so tudi kot del zdrave mikrobiote 
gastrointestinalnega trakta (GIT) in jih kot take obravnavamo kot blagodejne za človeško 
zdravje. To je razlog, da jih pogosto uporabljamo kot probiotične seve v prehranskih dopolnilih 
(2, 3). MKB sestavljajo filogenetsko povezani rodovi anaerobnih in mikroaerofilnih kokov in 
bacilov. Med najbolj znane in uporabljane spadajo rodovi: Lactobacillus, Lactococcus, 
Streptococcus, Enterococcus, Carnobacterium ter Bifidobacterium (1, 2). Ključna značilnost 
MKB, po kateri so tudi dobile ime, je proizvodnja mlečne kisline, ki predstavlja končni produkt 
njihovega metabolizma ogljikovih hidratov (2). 
1.1.1 Terapevtska uporaba 
Rekombinantni terapevtski proteini so v zadnjih desetletjih postali nepogrešljiv del zdravljenja 
nekaterih bolezni. Da dosežejo svoje mesto delovanja, je v večini primerov potrebna uporaba 
invazivnih oblik njihovega vnosa. Dobro vodotopni proteini v zadostnih količinah za 
zdravljenje velikokrat kažejo nizko stabilnost in slabo učinkovitost, kar posledično zahteva 
povečanje odmerka oz. večjo pogostnost odmerjanja. S tem seveda narastejo stroški 
zdravljenja, obenem pa se pojavljajo tudi bolj izraženi neželeni učinki. MKB kot rekombinantni 
probiotiki predstavljajo, zaradi statusa GRAS alternativno možnost za dostavo bioloških 
zdravil. Njihovo uporabo v obliki živih bakterij omogoča odsotnost izražanja lipopolisaharidov, 
ki lahko kot endotoksini povzročijo anafilaktični šok. Tako jih lahko uporabimo kot dostavne 
sisteme za peroralni, nazalni in vaginalni vnos kompleksnih bioloških zdravil (1). 
Peroralni vnos je najbolj poznan in uporabljan način uporabe probiotikov. Neugodni pogoji v 
GIT, med katere spadajo nizek pH v želodcu, visoka encimska aktivnost in prisotnost žolčnih 
kislin na začetku tankega črevesa, bakterijam močno otežijo preživetje v črevesju. Kljub temu 
so številni sevi rodu Lactobacillus sposobni prehoda in kolonizacije GIT. Na drugi strani pa 
rod Lactococcus ni sposoben kolonizacije črevesja, lahko pa preživi prehod skozenj (2, 3). 
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MKB so v stiku z gostiteljem preko sluzničnega epitelija. Pri tem je na voljo več strategij 
dostave molekul z uporabo MKB. Po biosintezi se namreč lahko molekula zadrži v citozolu 
bakterije, izloči iz nje ali pa je predstavljena na njeni površini (2). Heterologni prikaz na 
površini celice omogoča  uporabo MKB, ne da bi te imele status gensko spremenjenega 
organizma (GSO). Rekombinantni protein se sintetizira z uporabo drugega GSO ter se 
naknadno pripne na površino divjega seva MKB (3, 4). Pri vseh treh strategijah dostave 
učinkovin lahko le-te delujejo v samem lumnu GIT ali pa je za delovanje potreben prehod 
epitelija. Pri tem so M-celice Peyerjevih zaplat verjetno ena izmed najpomembnejših vstopnih 
točk bakterij. Omogočijo jim prehod epitelija, predstavitev dendritičnim celicam ter posledično 
aktivacijo limfocitov T in nastanek protiteles IgA (2). 
Kronične vnetne črevesne bolezni (KVČB), med katerimi sta najpogostejši Crohnova bolezen 
in ulcerativni kolitis, so posledica nekontroliranega vnetnega procesa v GIT. V klinični rabi v 
primeru neuspešno nadzorovane bolezni s klasičnimi sinteznimi učinkovinami že nekaj časa 
uporabljamo biološka zdravila (adalimumab, infliksimab, certolizumab, vedolizumab in 
ustekinumab) (5). MKB predstavljajo novo možnost zdravljenja kronične vnetne črevesne 
bolezni, pri čimer je najbolj raziskana možnost z njimi posredovana dostava protivnetnega 
interlevkina 10 (IL-10). Peroralni vnos Lactococcus lactis, ki izloča IL-10, je na miših pokazala 
zmanjšano hiperpermeabilnost sluznice GIT, izboljšane parametre disfunkcije ter povečano 
imunsko aktivacijo (6). 
V zadnjih desetih letih so razvili številne rekombinantne MKB za preprečevanje okužb (6). 
Glavni namen dostave cepiv preko sluznic je sprožiti aktivacijo lokalnega sluzničnega 
imunskega sistema in nastanek protiteles IgA, opazili pa so tudi aktivacijo sistemskega 
imunskega odziva z nastankom protiteles  IgG. Z MKB je možno dostaviti antigene virusnega, 
bakterijskega, glivičnega ali parazitskega izvora (3). Raziskave so najprej usmerili predvsem v 
preprečevanje okužbe z bakterijo Clostridium tetani in virusom človeške imunske 
pomanjkljivosti (HIV), zadnja leta pa so pozornost usmerili na rotaviruse, viruse influence, 
človeške papiloma viruse, bakterijo Shigella dysenteriae in številne druge mikroorganizme (3, 
6). Alternativna možnost je uporaba MKB za pasivno imunizacijo, ki predstavlja neposredno 
metodo preprečevanja okužb s hitrim odzivnim časom. Med prvimi razvitimi v ta namen, je bil 
sev Lactobacillus zeae, ki je enoverižne fragmente protiteles proti antigenu SAI/II bakterije 
Streptococcus mutans izločal iz bakterijskih celic ali pa jih je predstavljal na površini (7). Tretja 
možnost je uporaba cepiv s prenosom DNA. MKB v tem primeru delujejo le kot dostavni sistem 
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za DNA, ki se sprosti po njihovi fagocitozi in lizi. Nato pa gostiteljski transkripcije in translacije 
poskrbijo za nastanek proteina, ki lahko izzove celični in humoralni imunski odziv (2, 6). 
Za uporabo rekombinantnih MKB pri terapiji rakavih obolenj so razvili veliko strategij. Pojav 
in razvoj rakavega obolenja je močno povezan s kroničnim vnetnim procesom. V teoriji to 
pomeni, da bi se katerakoli strategija za zaviranje kroničnega vnetja lahko izkazala kot uspešna 
pri preventivi raka. Nekatere MKB so uporabili pri raziskovanju preprečevanja kolorekatalnega 
raka v mišjih modelih. Drugo področje raziskovanja pa je bilo usmerjeno na izkoriščanj 
lastnosti MKB, da dobro uspevajo v anaerobnem okolju. Bakterija Bifidobacterium longum se 
je v mišjem modelu po intravenskem vnosu naselila v hipoksično okolje tumorja, kjer je 
proizvajala rekombinantno citozin deaminazo. Ob sočasnem vnosu predzdravila 5-
fluorocitozina je prišlo do njegove pretvorbe v 5-fluorouracil, znane protitumorske zdravilne 
učinkovine (1). Raziskujejo tudi uporabnost MKB za zdravljenje alergij in sladkorne bolezni. 
Prednosti senzitizacije imunskega sistema preko sluznic sta predvsem peroralni vnos in 
povečana učinkovitost, saj pri tem nastane manj protiteles IgE (3). Za zdravljenje sladkorne 
bolezni raziskujejo predvsem načine dostave inkretinov (npr. glukagonu podobnega peptida 1) 
in zaviranja avtoimunskega procesa uničevanja beta celic Langerhansovih otočkov pri 
sladkorni bolezni tipa 1, z dostavo fuzijskega proteina HSP65 (3). 
1.2 Mlečnokislinske bakterije in sintezna biologija 
Sintezna biologija je hitro rastoče področje znanosti, ki se ukvarja z načrtovanjem 
programiranega celičnega vedenja, z uporabo naravnih in sinteznih komponent. Njen razvoj je 
omogočilo sekvenciranje naslednje generacije s hitrim analiziranjem velikih knjižnic genskih 
komponent. To je pripeljalo do velikega napredka pri biosintezi tako majhnih kemičnih 
produktov kot tudi kompleksnih terapevtikov. Na področju MKB je sintezna biologija 
omogočila predvsem raziskovanje povezave med strukturo in funkcijo mikrobiote ter 
načrtovanje novih bioloških zdravil. Uspeh načrtovane funkcije je odvisen od razpoložljivih 
orodij za spreminjanje genoma MKB, ki pa so trenutno omejena le na nekaj laboratorijskih 
sevov (8). 
Prva koraka razvijanja orodij za gensko modifikacijo sta izolacija ustreznega seva bakterij in 
ugotavljanje ustreznih pogojev za njihovo rast. Veliko s človeškim organizmom kompatibilnih 
sevov MKB so izolirali iz mikrobiote, čeprav predvidevajo, da večine vrst bakterij, prisotnih v 
GIT, še nismo odkrili. Novejši načini njihove identifikacije združujejo visoko zmogljive pogoje 
gojenja in masno spektrometrijo (ionizacija z desorpcijo ionov iz trdnega matriksa s pomočjo 
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laserske svetlobe in analizatorjem na osnovi časa preleta; MALDI-TOF) ali pa pomnoževanje 
in sekvenciranje 16S ribosomske RNA. Naslednji koraki so uspešno dostavljanje genskega 
materiala v bakterijo ter njegova ohranitev v njej, omogočanje predvidljivega izražanja 
heterolognih genov in možnost regulacije genoma. Nekatere seve MKB, izolirane iz človeške 
mikrobiote, ali seve, ki jih uporabljajo za fermentacijo hrane, se da gensko modificirati, vendar 
žal ne do takšne mere kot pri E. coli (8). 
1.2.1 Vstavitev DNA v mlečnokislinske bakterije in njena ohranitev 
Tujo DNA je potrebno stabilno vključiti v strukturo in delovanje bakterijske celice. Za to jo je 
potrebno transportirati skozi celično steno in membrano ter omogočiti njeno replikacijo, ne da 
bi jo bakterijski celični obrambni sistemi zavrnili. Pogoje za tovrstno transformacijo MKB 
moramo velikokrat prilagajati posameznim sevom znotraj iste vrste. Prehod DNA v bakterijo 
je možen le z metodo, ki prekine strukturo celične stene in membrane (elektroporacija ali 
uporaba kemičnega sredstva), z injiciranjem DNA v celico (transdukcija, konjugacija) ali z 
izkoriščanjem že prisotnega mehanizma gostiteljske celice za prevzem DNA iz okolice 
(naravna kompetenca) (slika 1) (8). 
 
Slika 1: Načini prenosa DNA v celico; prirejeno po (8). 
Ker bakterijski obrambni sistemi učinkovito odstranjujejo vdirajočo DNA, so razvili tri različne 
metode, ki omogočajo stabilno vključitev genskega materiala v bakterijo. V ta namen 
uporabljajo vmesne gostitelje za DNA s kompatibilnimi metilacijskimi vzorci, kot jih ima ciljni 
gostitelj, ali rekombinantne vmesne gostitelje, ki izražajo metiltransferaze, za katere 
domnevamo, da so prisotne v tarčni MKB. Tretja možnost je inkubacija DNA in vitro s 
komercialno dostopnimi metiltransferazami, ki se ujemajo z gostiteljskimi. Ko je DNA stabilno 
vključena v gostiteljsko bakterijo, se v njej nahaja kot samostojen plazmid ali pa je z integracijo 
vstavljena v genom MKB (8). 
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1.2.2 Zagotavljanje ustreznega izražanja genov 
Čeprav je neregulirano konstitutivno izražanje genov lahko primerno za nekatere uporabe 
rekombinantnih mikroorganizmov, pa je pri njihovi terapevtski uporabi pogosto potrebno 
specifično uravnati ravni izražanja genov. Ena od metod tovrstnega uravnavanja je 
konstitutivno izražanje z modifikacijo Shine-Dalgarnovega zaporedja v obliki promotorske 
knjižnice (8). Pri bakterijah Lactobacillus plantarum in Bacteroides thetaiotaomicron so s tem 
načinom uspeli doseči do 10.000-kratno razliko v stopnji izražanja genov (9, 10). Drugi način 
je uporaba nadzorovanih sistemov z  inducibilnimi promotorji, pri katerih z zunanjim dražljajem 
sprožimo izražanje rekombinantnega gena. Na splošno je ta način bolj zaželen, saj omogoča 
večji nadzor nad delovanjem sistema. Pri bakteriji Lactococcus lactis je najuspešneje 
uporabljan ekspresijski sistem pod nadzorom nizina (NICE) (slika 2) (8, 11). 
 
Slika 2: Sistema za izražanje genov; prirejeno po (8). 
Ekspresijski sistemi, ki so naravno prisotni, lahko motijo regulacijo in metabolizem celice, kar 
pa  lahko rešimo s sistemom, ki ni naravno prisoten v gostiteljski celici. Vendar uporabo takšnih 
sistemov omejuje nekompatibilnost z različnimi sevi MKB. Sistem RNA polimeraze T7 je 
primer pogosto uporabljanega prenosljivega ekspresijskega sistema, ki ni povezan z 
metabolizmom bakterijske celice (8). 
1.2.3 Orodja za gen(om)sko modifikacijo in programirano celično vedenje 
Heterologno DNA lahko uporabimo tudi za natančno spreminjanje genoma celice z namenom 
optimizacije njenih metabolnih poti ali analiziranja funkcije in regulacije specifičnih genov. 
Homologna rekombinacija je osnova za tradicionalne metode mestno-specifičnega 
spreminjanja genoma, katerih učinkovitost se je močno izboljšala z uporabo fagnih rekombinaz. 
Glavni napredek na tem področju pa je povzročilo odkritje orodja CRISPR/Cas9 za 
spreminjanje genoma, ki uporablja RNA-sonde za mestno-specifično cepitev verige DNA (8). 
Lactobacillus reuteri je bila prva MKB, za katero so razvili in optimizirali sistem CRISPR/Cas9 
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(12). Ena od modifikacij tega orodja se imenuje interferenčni CRISPR, pri katerem uporabimo 
katalitično neaktivno endonukleazo Cas9. Encimski del sistema ni zmožen cepiti DNA, temveč 
se le veže nanjo in onemogoča transkripcijo tarčnega gena. S tem lahko nadziramo izražanje 
točno določenih homolognih ali heterolognih genov (slika 3) (8). 
 
Slika 3: Orodja za gen(om)sko modifikacijo; prirejeno po (8). 
Celično vedenje lahko nadzorujemo z umetnimi regulatornimi tokokrogi, sestavljenimi iz tipal, 
procesorjev in sprožilcev. Skupaj te komponente sestavljajo kompleksne genetske naprave za 
»pametno« uporabo, kot so biosenzorji in stikala. Trenutno so takšna orodja na voljo le za 
izbrane seve bakterij, predvsem za E. coli (8). 
Razvoj sintezne biologije lahko uporabimo za boljše razumevanje kompleksne povezave med 
zgradbo in funkcijo MKB in celotne človekove mikrobiote. Tehnologija je še vedno v zgodnjih 
fazah razvoja in nujno potrebno orodja za ustrezno gensko manipulacijo še ne obstajajo oz. so 
specifična za točno določen sev (8). 
1.3 Sistemi za združevanje genov 
Sistemi za združevanje genov omogočajo sestavljanje novih genskih konstruktov iz različnih 
virov, z enostavnim pristopom izrezovanja in prilepljanja DNA. Njihov razvoj je eden od 
glavnih gonilcev raziskav na področju biotehnologije in omogoča izvajanje kompleksnih 
eksperimentov. Kljub napredku pa to področje ostaja časovno potratno in nepredvidljivo (13). 
1.3.1 Z endonukleazami posredovano združevanje genov 
Restrikcijske endonukleaze so bakterijski encimi, ki prepoznajo točno določeno nukleotidno 
zaporedje (restrikcijsko mesto) in ga cepijo na za posamezen encim specifičen način. Prvotna 
naloga teh encimov je varovanje bakterij pred vstopajočo virusno DNA (14). V celičnem 
kloniranju jih uporabljajo že več kot 40 let, njihove slabosti pa so vse bolj očitne. Običajno 
lahko sočasno združimo le dva genska konstrukta, ki morata imeti kompatibilna restrikcijska 
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mesta v poliklonskem mestu vektorjev. Z namenom izboljšave postopkov za združevanje genov 
se pojavljajo novi standardi za uporabo restrikcijskih endonukleaz (13). 
Eden izmed prvih razvitih je bil standard BioBrick, katerega bistvo je, da ob združitvi dveh 
kaset BioBrick dobimo novo kaseto BioBrick z nespremenjeno strukturo restrikcijskih mest. 
Zapis za gen se v kaseti BioBrick nahaja med štirimi restrikcijskimi mesti, ki omogočajo 
ponavljajočo restrikcijo in ligacijo. Pri restrikciji nastaneta kompatibilna lepljiva konca, ki 
omogočata ligacijo, pri kateri nastane brazgotina v zapisu DNA. Te brazgotine ne more cepiti 
nobena od uporabljenih štirih restrikcijskih endonukleaz (13, 15). Standard BioBrick je služil 
tudi kot osnova za razvoj novih postopkov z izboljšano fleksibilnostjo in učinkovitostjo (npr. 
standard BglBrick). Slabost metod z uporabo restriktaz in ligaz je potreba po odstranitvi 
restrikcijskih mest v zapisih za gene, ki jih želimo sestaviti skupaj. Standard iBrick poskuša 
preseči to oviro z uporabo endonukleaz, ki prepoznajo in režejo daljša zaporedja verige DNA, 
za katere obstaja manjša verjetnost, da se nahajajo v tarčnem genu. Pri tem nastanejo velike 
brazgotine v končnem konstruktu, ki pa lahko predstavljajo težavo, saj lahko delujejo kot 
destabilizirajoča sekvenca v ekspresijskem sistemu (13) (slika 4). 
 
Slika 4: Princip delovanja standarda BioBrick. Restrikcijska mesta 1-4 (RM1-4); prirejeno po (15). 
Za združevanje genov uporabljamo tudi restrikcijske endonukleaze IIs. Za razliko od 
tradicionalnega restrikcijskih endonukleaz tipa II,  cepijo verigo DNA nekaj baznih parov (bp) 
stran od njihovega prepoznavnega mesta. Posledično omogočajo prosto izbiro štrlečih koncev, 
ki jih tvorijo pri restrikciji DNA. Pri ligaciji zato ne nastane brazgotina in z enim samim 
encimom lahko sestavimo konstrukt iz več vstopnih delov (13). Na tem principu temelji metoda 
Golden Gate, ki je postala priljubljena zaradi enolončne sinteze (16). Razvili so tudi mnoge 
nove standarde, ki so omogočili hierarhično združevanje genov na osnovi metode Golden Gate. 
V prvi stopnji so sestavili posamezne gene iz njihovih osnovnih delov (npr. promotor, odprt 
bralni okvir, terminator) in jih nato v drugi stopnji sestavili v multigenske konstrukte. Takšen 
paralelni pristop združevanja genov uporablja standard MoClo. Njegova slabost je potreba po 
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ogromnih količinah vstopnih in končnih vektorjev (13, 17). Kot pri ostalih standardih, ki 
uporabljajo restrikcijske endonukleaze, morajo biti sekvence v DNA, ki jih encimi prepoznajo, 
odsotne v genih, ki jih želimo klonirati. Nekateri standardi to težavo rešujejo s programiranim 
metiliranjem DNA, ki prepreči delovanje endonukleaz in jih usmerja izključno na želena 
restrikcijska mesta (13). 
1.3.2 Mestno-specifično rekombinacijsko združevanje genov 
Fagne integraze so encimi, ki prepoznajo točno določene sekvence v DNA ter katalizirajo 
zamenjavo vmesnih zaporedij med njimi. Ta postopek je visokospecifičen in ga imenujemo tudi 
mestno-specifična rekombinacija. Izkorišča ga pogosto uporabljan standard Gateway za 
združevanje genov. Uporablja integrazo λ, ki katalizira zamenjavo DNA med prepoznavnimi 
mesti attB in attP na dveh vektorjih. Pri premeščanju nastaneta brazgotini attR in attL. Ta 
metoda je preprosta, učinkovita in zanesljiva, zato jo pogosto uporabljamo za ustvarjanje 
klonskih knjižnic, namenjenih preučevanju izražanja v evkariontskih ekspresijskih sistemih. 
Nastale brazgotine so lahko pri različnih standardih problematične pri ohranjanju integritete 
DNA in zvijanju informacijske RNA, saj so značilno dolge in palindromske (slika 5) (13, 18). 
 
Slika 5: Princip delovanja mestno-specifične rekombinacije. Selekcijski pritisk za izolacijo končnega vektorja 
izvajamo z uporabo selekcijskih označevalcev kanR, ki omogočajo rezistenco na kanamicin, in ampR, ki 
omogočajo rezistenco na ampicilin ter, gena ccdB, ki zavira rast E. coli. Prirejeno po (13). 
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1.3.3 Združevanje genov na osnovi dolgih prekrivajočih se sekvenc 
Združevanje genov na osnovi dolgih prekrivajočih se sekvenc združuje številne metode, ki 
temeljijo na združevanju fragmentov DNA z robnimi homolognimi sekvencami, dolgimi med 
20 in 40 bp. Te omogočajo visokospecifično in učinkovito združevanje genov, in sicer tudi po 
pet ali več fragmentov DNA v eni stopnji. Priljubljene so predvsem za namen združevanja 
daljših fragmentov DNA (več kot 1000 bp), saj običajno ni potrebe po odstranitvi restrikcijskih 
mest znotraj združene DNA. Sami mehanizmi različnih pristopov pa se med seboj močno 
razlikujejo (13). 
Sestavljanje po Gibsonu je ena izmed najbolj znanih metod z uporabo prekrivajočih se sekvenc. 
Pri tej enostopenjski metodi reagenčno zmes sestavljajo: dve zaporedji DNA s homolognima 
koncema, eksonukleaza T5, fuzijska polimeraza in ligaza Taq v izotermnem sistemu pri 50 °C. 
Uporabljeni encimi med seboj ne tekmujejo v aktivnosti, zato jih lahko uporabimo skupaj v 
enem koraku. Eksonukleaza T5 skrajša obe zaporedji na 5' koncih in s tem omogoči njuno 
povezavo preko homolognih 3' koncev. Ti se povežejo v dvoverižno DNA, ki jo dokončno 
popravita v celotno strukturo fuzijska polimeraza in ligaza Taq (19). Sestavljanje po Gibsonu 
je nadgradilo prehodno opisano od zaporedja in ligacij neodvisno kloniranje (SLIC). Pri metodi 
SLIC uporabimo le eksonukleaze, ki proizvedejo krožno dvoverižno DNA, ki pa ni popolna. 
Nepopravljeni plazmid nato vstavimo v celico in izkoristimo njene endogene popravljalne 
mehanizme za dokončni nastanek rekombinante DNA (20) (slika 6). Metoda brezšivnega 
ligacijskega kloniranja z ekstraktom, združuje gene z uporabo ekstrakta iz E. coli, ki vsebuje 
vse potrebne encime, namesto uporabe umetne mešanice, kot jo uporabljamo pri sestavljanju 
po Gibsonu. Za pridobivanje ekstrakta lahko uporabimo ogromno število različnih bakterijskih 
sevov, zaradi česar je metoda vsestranska in cenovno ugodna (21). 
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Slika 6: Principa delovanja: a) sestavljanja DNA po Gibsonu in b) SLIC. Prekrivajoča zaporedja (OL 1-3) po 
združitvi tvorijo destinacijski plazmid (Dest.). Prirejeno po (13). 
Prekrivajoče končne regije je možno enostavno dodajati z verižno reakcijo s polimerazo (PCR), 
kar je dodatni razlog za priljubljenost teh metod. Kloniranje s krožnim podaljševanjem s 
polimerazo (CPEC) je pravzaprav zelo natančna PCR, pri kateri so matrična DNA in začetni 
oligonukleotidi zamenjani s fragmenti DNA, ki se sestavijo v plazmid. Ti fragmenti so 
načrtovani tako, da si delijo homologne konce, ki se med PCR povežejo, in delujejo kot začetni 
oligonukleotidi drug drugemu, dokler ne nastane krožna molekula DNA. Alternativni pristop 
pa se popolnoma izogne uporabi PCR. Prekrivajoče regije namreč doda s kloniranjem ustreznih 
zaporedij v plazmide, ki jih ti že vsebujejo in so obdani z ustreznimi poliklonskimi mesti. Nato 
se z restrikcijskimi endonukleazami izrežemo fragmente, ki jih lahko sestavimo z uporabo 
združevanja genov po Gibsonu (13). 
Čeprav povezovalne regije zagotovijo veliko prednosti pri združevanju genov, so kljub temu 
celicam tuja zaporedja med geni. Standard PaperClip uporablja metodo mostičkov, 
oligonukleotidov, ki povezujejo konca dveh fragmentov  DNA, ki se bosta povezala v procesu 
združevanja genov. Pri takšnem sestavljanju DNA nastane le kratka, 3 bp dolga brazgotina 
(gvanin-citozin-citozin), ki kodira razmeroma inertno in neškodljivo aminokislino alanin. 
Standard PaperClip je kompatibilen z več metodami združevanja genov, npr. s SLIC in z 
združevanjem po Gibsonu (22). 
1.4 Sistem BglBrick za združevanje genov 
Predhodno opisani standard za združevanje genov BioBrick predstavlja model za reševanje 
dveh težav sintezne biologije, in sicer, kako načrtovati zaporedja DNA, ki posredujejo 
specifično funkcijo, ter kako sestaviti takšna zaporedja v obliki, ki jo lahko predstavimo celici. 
Ta cilj se doseže s prepoznavanjem osnovnih funkcionalnih delov zaporedja DNA (npr. 
promotor, ribosomsko vezavno mesto, zapis DNA za protein), ki morajo biti vedno prisotni v 
operonu za doseganje funkcije gena, ter omogočanjem njihovega povezovanja z eno samo 
standardno reakcijo (23). 
Proteinsko inženirstvo je pomembna veja sintezne biologije. Do sedaj so pripravili veliko 
število sofisticiranih proteinskih sistemov z združevanjem proteinskih domen v večja 
polipeptidna zaporedja. Izvirni standard BioBrick je po svoji naravi sposoben združevati gene 
za zapis fuzijskih proteinov, a zaradi nekaterih svojih lastnosti za to ni najbolj ustrezen. Pri 
ligaciji kompatibilnih koncev nastane namreč 8 bp dolga brazgotina v zapisu protein, ki kodira 
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aminokislino tirozin, ki ji sledi kodon stop. Brazgotina prav tako povzroči tudi premik bralnega 
okvirja. To težavo so poskušali rešiti s številnimi izboljšavami osnovnega standarda (23). Med 
najbolj uporabljanimi pristopi sta načrtovano skrajšanje brazgotine na 6 bp, ki kodira dve 
aminokislini in ne povzroči premika bralnega okvira ali uporaba restrikcijskih endonukleaz IIs 
za združevanje genov brez brazgotin (24). Standard BglBrick predstavlja robustno in 
fleksibilno alternativo za združevanje genov, ki je primerna tudi za združevanje genov fuzijskih 
proteinov. Pri svojem delovanju uporablja restrikcijski endonukleazi  BglII in BamHI, ki 
ustvarita 6 bp dolgo brazgotino gvanin-gvanin-adenin-timin-citozin-timin (GGATCT). Ta 
kodira aminokislini glicin in serin, ki sta se izkazali kot neproblematični, in sicer tako kot del 
večine fuzijskih proteinov kot tudi v ekspresijskih sistemih (E. coli, kvasovkah in humanih 
celičnih linijah). Poleg tega imata uporabljeni restrikcijski endonukleazi obsežno zgodovino 
uporabe, ki zagotavlja njuno zanesljivost, saj režeta DNA z veliko učinkovitostjo in ostaneta 
neprizadeti zaradi morebitne metilacije restrikcijskih mest (23). 
1.4.1 Definicija standarda BglBrick 
Kljub temu da je standard BglBrick v svojem bistvu standard ponovljivega sestavljanja genov, 
ki izkorišča restrikcijska encima  BglII in BamHI, njegova definicija opisuje le sestavo DNA, 
ne pa načina njenega združevanja. Definicije opisujejo le zelo natančne zahteve, ki omogočajo 
združevanje kompatibilnih vektorjev in segmentov. Namen izpustitve opisovanja natančnega 
združevanja zaporedji DNA je omogočanje uporabe raznolikih metod za doseganje 
predpisanega cilja, vse od predpostavljene metode z restrikcijo in ligacijo, do sestavljanja, ki 
temelji na PCR (23). 
Preglednica I: Definicije standarda BglBrick; povzeto po (23). 
Segment 
BglBrick  
Zaporedje DNA, ki je obdano z zaporedjem GATCT na 5' koncu in z G 
na 3' koncu, brez vsebovanja restrikcijskih mest za restrikcijske 
endonukleaze BamHI, BglII, EcoRI in XhoI. 
Vektor BglBrick Zaporedje DNA, ki je obdano z zaporedjem GATCC na 5' koncu in z A 
na 3' koncu. 
Plazmid BglBrick  Vektor BglBrick skupaj s segmentom BglBrick, pri čimer je segment 
lahko osnoven ali sestavljen. 
 
Plazmide BglBrick označujemo z »ime vektorja-ime segmenta«, pri čimer je vrstni red odvisen 
od načina povezave vektorja in segmenta. Vsako edinstveno zaporedje DNA mora imeti svoje 
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ime, tudi če gre za izpeljanko vektorja ali segmenta, ki se razlikuje od originala le v 1 bp. Bistvo 
definicij je, da zagotavljajo kompatibilnost med segmenti in vektorji BglBrick, pri čimer se ne 
omejujejo s točno sestavo plazmidov. Tako v definicijah niso omenjeni položaji kodonov stop 
in start, morebitna druga restrikcijska mesta, mesta začetka podvajanja plazmidov, selekcijski 
označevalci ali dolžine posameznih delov plazmida BglBrick (slika 7) (23). 
 
Slika 7: Predstavitev definicij standarda BglBrick z osnovno shemo združevanja dveh zaporedij DNA (Zap. 1 in 
2). Prirejeno po (23). 
1.4.2 Princip združevanja genov s standardom BglBrick 
Večina plazmidov BglBrick vsebuje kaseto EcoRI-BglII-segment BglBrick-BamHI-XhoI. V 
plazmid BglBrick (s segmentom A) lahko vstavimo nov segment (segment B) na dva 
načina:vstavimo pred (t. i. vstavljanje navzgor) ali za segment A (t. i. vstavljanje navzdol). Za 
vstavljanje navzgor, plazmid s segmentom A razrežemo z restrikcijskima endonukleazama 
BglII in EcoRI, plazmid s segmentom B pa z BamHI in EcoRI. Po ligaciji razrezanih plazmidov 
dobimo nov plazmid BglBrick s kaseto EcoRI-BglII-BglBrick segment B-GGATCT-BglBrick 
segment A-BamHI-XhoI. Segmenta A in B skupaj predstavljata nov sestavljeni segment 
BglBrick (slika 8) (23, 25). 
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Slika 8: Shema združevanja fragmentov DNA s sistemom BglBrick za združevanje genov. KAN predstavlja 
selekcijski označevalec z rezistenco na kanamicin. Prirejeno po (25). 
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2 Namen dela 
Lactococcus lactis je ena najpogosteje uporabljanih modelnih mlečnokislinskih bakterij za 
proizvodnjo in dostavo bioloških molekul. Za ustrezen razvoj na področju rekombinantnih 
probiotikov, razumevanje povezave med njimi in gostiteljem in načrtovanje proizvodnje novih 
bioloških zdravil, potrebujemo dovolj velik nabor sistemov za združevanje in spreminjanje 
genov. Sistem BglBrick za združevanje genov so razvili za bakterijo Escherichia coli, cilj te 
magistrske naloge pa bo uvesti ta sistem tudi v mlečnokislinskih bakterijah Lactococcus lactis. 
Plazmid BglBrick bomo pripravili iz, v bakteriji L. lactis pogosto uporabljanega ekspresijskega 
plazmida pNZ8148, s pomočjo osnovnih tehnik celičnega kloniranja. V plazmid bomo uvedli 
ustrezna restrikcijska mesta z metodo PCR, ki uporabi za pomnoževanje segmentov DNA 
uporablja začetne oligonukleotide s previsnimi konci. Pripravili bomo plazmide pGEM-T Easy 
z geni za tri modelne proteine, in sicer tako, da bo omogočeno njihovo vstavljanje v nov plazmid 
BglBrick. Uporabili bomo infrardeči fluorescentni protein (iRFP), NanoLucTM luciferazo 
(NLuc) in afinitetno telo za receptor človeškega epidermalnega rastnega dejavnika 2 (Her2-
flag). Po vstavitvi genov za omnejene tri modelne proteine v plazmid BglBrick bomo preverili 
njihovo izražanje v bakteriji L. lactis. V ta namen bomo uporabili pretočno citometrijo za 
določitev proteina Her2-flag, merili bomo fluorescenco proteina iRFP ter luminiscenco proteina 
NLuc. Sestavine lizatov bakterijskih celic bomo ločili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo, 
ki ji bosta sledili analizi gelov s prenosom western in barvanjem z barvilom Coomassie Briliant 
Blue. Z uporabo principa za združevanje genov s sistemom BglBrick bomo združili več genov 
za modelne proteine v isti plazmid BglBrick. Ugotavljali bomo tudi izražanje več proteinov 
hkrati v bakteriji L. lactis. Shematski prikaz načrta dela je predstavljen na sliki 9. 
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Slika 9: Shematski prikaz načrta dela. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Bakterijske kulture 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali dve bakterijski kulturi: 
 Lactococcus lactis (L. lactis) NZ9000, genotip: MG1363 nisRK ΔpepN  
NZ9000 je standardni gostiteljski sev za ekspresijo heterolognih genov bakterije L. lactis, 
ki ne vsebuje naravno prisotnih plazmidov. V svojem kromosomu vsebuje regulatorna gena 
nisR in nisK, izražanje proteinov nadzorujemo s sistemom NICE (26). Uporabljali smo ga 
za pomnoževanje in izražanje plazmidov BglBrick. 
 Escherichia coli (E.coli): DH5α (Invitrogen), genotip: F- φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1  
Kompetentne celice E. coli smo uporabljali za namnožitev plazmidov pGEM-T Easy z 
vstavljenimi segmenti BglBrick (prazne in z geni NLuc, Her-2 ter IRFP). 
3.1.2 Plazmidi 
Pri molekulskem kloniranju smo za pripravo plazmidov BglBrick uporabili tri osnovne 
plazmide. Plazmid pNZ8148 je služil kot osnova, iz katere smo pripravili plazmid BglBrick 
pNBBX. Gena IRFP in NLuc smo pridobili iz plazmidov pNZ-IRFP713 in pNZ-NLuc, ki prav 
tako temeljita na pNZ8148. Plazmid pSD-Her2-flag smo uporabili za pridobitev gena Her2. 
Zapise za zgoraj omenjene tri gene smo vstavili v plazmid pGEM-T Easy za nadaljnje 
pripravljanje enostavnih in sestavljenih plazmidov pNBBX. 
 Plazmid pNZ8148 so prvotno razvili iz plazmida pSH71, plazmida bakterije L. lactis. 
Vsebuje replikon, ki omogoča njegovo podvojevanje v veliko grampozitivnih bakterijah 
in nekaterih specifičnih gramnegativnih bakterijah, ne pa v sevu DH5α E. coli. Vsebuje 
gen Cm, ki omogoča rezistenco gostitelja na kloramfenikol, nizinski promotor PnisA in 
replikacijska gena repA in repC. Terminator je vstavljen za poliklonskim mestom (slika 
9) (27). 
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Slika 9: Shema plazmida pNZ8148 (27). 
 Plazmid pSD-Her2-flag je izpeljanka plazmida pSDBA3b, derivata plazmida pNZ8148, 
ki so ga razvili za predstavitev proteinov na površini bakterije L. lactis. Vsebuje iste 
regulatorne gene kot pNZ8148 z dodanima genoma za peptida Usp45, signalnim 
peptidom za izločanje proteinov v gojišče in zaporedjem AcmA za sidranje proteina na 
površino bakterije (28). 
 Plazmid pGEM®-T Easy (Promega) je komercialno dostopen splošen vektor za 
kloniranje produktov PCR. Nahaja se v linearni obliki s končnim nesparjenim 3' 
timidinom na obeh koncih zaporedja. To izboljša učinkovitost ligacij s produkti PCR, 
ki jim termostabilne polimeraze DNA (npr. polimeraza Taq) dodajo na 5' koncu 
nesparjen adenin, prav tako pa tudi otežuje zapiranje plazmida samega vase. V svoji 
strukturi vsebuje promotorja za polimerazi T7 in SP6 RNA, ki obdajata poliklonsko 
mesto plazmida. Vsebuje tudi lacZ, gen za β-galaktozidazo; in gen ampr, gen za β-
laktamazo, ki omogoča selekcijo uspešno transformiranih bakterij na osnovi rezistence 
na ampicilin (slika 10) (29). 
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Slika 10: Shema plazmida pGEM-T Easy (29). 
3.1.3 Začetni oligonukleotidi 
V preglednici II so navedeni vsi uporabljeni začetni oligonukleotidi. 
Preglednica II: Seznam uporabljenih oligonukleotidnih začetnikov. 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5'→3') 
BX-R-TT ACTCGAGATATTGATTCAAACGATTATGCCGATAACTAAA 
BX-R-TT2 AAAAAACTCGAGATATTGATCAAACGATTATGCCGATAA
CTAAAC 
IRFP-F-Nco TCCATGGCTGAGGGATCTGTAG 
M13 TGTAAAACGACGGCCAGT 
NB-F-PnisA AGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGA 
NB-F-PnisA AAAAAAGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTG
AC 
Nhe-R-8148corr TAATAAGCTAGCCTGTAATATAAAAACCTTCTTCAAC 
NLuc-Nco-F TCCATGGTATTTACCCTTGAAGATTTTG 
pNBBXrev ATCTTCGTCGCAAAGCACGC 
pNZF3072 ATGAGATAATGCCGACTG 
pNZ-rev TGCTTTTTGGCTATCAATC 
SP6 CATTTAGGTGACACTATAG 
Xho-F-8148 TTAAAACTCGAGAAAACAGGCGTTATCGTAG 
ZHer2-F-Bam AGGATCCGTTGATGCAAAATATGCTAAAG 
 
3.1.4 Encimi 
V preglednici III so navedeni vsi encimi, ki smo jih uporabili pri delu. 
Preglednica III: Seznam uporabljenih encimov. 
Encim Funkcija Proizvajalec 
BclI Restrikcija Thermo Fisher (ZDA) 
BglII Restrikcija Thermo Fisher (ZDA) 
lizocim Razgradnja celične stene L. lactis Sigma (ZDA) 
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mutanolizin Razgradnja celične stene L. lactis Sigma (ZDA) 
NheI Restrikcija Thermo Fisher (ZDA) 
DNA-polimeraza 
Phusion Hot Start 
II 
Podaljševanje DNA Termo Fisher (ZDA) 
Polimeraza 
DreamTaq DNA  
Podaljševanje DNA Fermentas (ZDA) 
Ligaza T4 DNA  Ligacija fragmentov DNA Fermentas (ZDA) 
XhoI Restrikcija Thermo Fisher (ZDA) 
 
3.1.5 Kemikalije (reagenti in topila) 
V preglednici IV so navedene vse pri laboratorijskem delu uporabljene kemikalije. 
Preglednica IV: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 Pripravimo sami 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 Pripravimo sami  
2x Rapid Ligation Buffer Promega (ZDA) 
5x Phusion HF Buffer Thermo Fisher (ZDA) 
5x Transfer buffer (za prenos western) Pripravimo sami 
6x Loading Buffer (nanašalni pufer za AGE) Fermentas (ZDA) 
10x Dream Taq Buffer Fermentas (ZDA) 
10x Dream Taq Green Buffer Fermentas (ZDA) 
10x Fast Digest Buffer Thermo Fisher (ZDA) 
10x T4 ligacijski pufer Fermentas (ZDA) 
Agaroza BioWhittaker Molecular 
Applications (ZDA) 
Akrilamid Merck (ZDA) 
Ampicilin Sigma (ZDA) 
APS amonijev persulfat Sigma-Aldrich (ZDA) 
Avtoklavirana prečiščena voda (dH2O) Pripravimo sami 
Biliverdin Sigma-Aldrich (ZDA) 
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Blokirna raztopina, nemastno mleko v prahu Pomurske mlekarne 
(Slovenija) 
Coomassie Briliant Blue Amersham (Velika 
Britanija) 
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Promega (ZDA) 
Etanol 96 % (v/v) Carlo Erba (Nemčija) 
Glicerol Carlo Erba (Italija) 
Glicin Sigma (ZDA) 
Glukoza monohidrat Fluka (ZDA) 
HCl (37%) Merck (ZDA) 
Kloramfenikol Sigma (ZDA) 
Lumi-Light Enhencer Solution Roche (Švica) 
Lumi-Light Stable Peroxide Solution Roche (Švica) 
Metanol Sigma-Aldrich (ZDA) 
Natrijev dodecilsulfat (NaDS) Sigma (ZDA) 
Nano-Glo® Luciferase Assay System; 
Nano-Glo® Luciferase Assay Substrate, Nano-Glo® 
Luciferase Assay Buffer  
Promega (ZDA) 
Nizin Fluka (ZDA) 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit: 
Binding Buffer NTI, Wash Buffer NT3 
Machery-Nagel 
(Nemčija) 
Ocetna kislina Carlo Erba (Italija) 
Označevalec velikosti 100 bp (GeneRulerTM 100 bp Plus DNA 
Ladder) 
Fermentas (ZDA) 
Označevalec velikosti 1000 bp (GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder) Fermentas (ZDA) 
Označevalec velikosti za NaDS PAGE (PageRuler™ Plus 
Prestained Protein Ladder) 
Fermentas (ZDA) 
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit (Classic Line): 
Solution I, Solution II, Solution III, PW Plasmid Buffer, DNA 
Wash Buffer, RNA-aza 
PeqLab (Avstralija) 
Saharoza Serva (Nemčija) 
SYBR Safe Invitrogen (ZDA) 
TAE pufer Pripravimo sami 
 
Ključevšek T. Uvedba sistema BglBrick za združevanje genov v mlečnokislinskih … L. lactis 
Magistrska naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo 
21 
 
3.1.6 Pufri in raztopine 
V preglednici V so zbrani pufri in raztopine, ki smo jih uporabili pri laboratorijskem delu. 
Pregednica V: Seznam uporabljenih pufrov in raztopin ter njihova sestava. 
Pufer Sestava Pufer Sestava 
10x TAE pufer 48,4 g Tris 
11,4 mL ledocetna 
kislina 
40 mL EDTA (c = 0,5 
M) 
Dopolnimo z dH2O do 1 
L. 
PBS 8 g NaCl 
0,2 g KCl 
1,78 g Na2HPO4 x 2H2O 
0,24 g KH2PO4 
Dopolnimo z dH2O do 1 
L. 
10x NaDS pufer 29 g Tris 
144 g glicin 
10 g NaDS 
Dopolnimo z dH2O do 1 
L. 
NaDS pufer 100 mL 10x NaDS pufer 
dopolnimo z dH2O do 1 
L. 
TBS 6,05 g Tris 
8,76 g NaCl 
800 mL dH2O 
Uravnamo pH = 7,5 z 1 
M HCl. 
TBST 1 mL Tween 20 
Dodamo v 1 L TBS. 
Pufer za western 
blot 
20 mL 5x Transfer pufer 
20 mL etanol 
60 mL dH2O 
B3 Coomassie 
Blue 
5 tablet Coomassie 
Briliant Blue 
400 mL dH2O 
600 mL etanol (96%) 
30% razbarvalna 
raztopina 
400 mL teh. etanol 
100 mL ocetna kislina 
500 mL dH2O 
10% razbarvalna 
raztopina 
140 mL teh. etanol 
50 mL ocetna kislina 
810 mL dH2O 
 
3.1.7 Gojišča 
V preglednici VI so zbrana vsa gojišča, ki smo jih pri laboratorijskem delu uporabili, skupaj z 
njihovo sestavo. 
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Preglednica VI: Seznam uporabljenih gojišč s sestavo. 
Gojišče Sestava Gojišče Sestava 
LB/LBA tekoče 
gojišče 
10 g/L triptofana 
5 g/L kvasnega ekstrakta 
10 g/L NaCl 
Raztopimo v destilirani 
vodi (dH2O), z 0,1 M 
NaOH uravnamo pH do 
7,5 in avtoklaviramo. Za 
LBA gojišče dodamo 
ampicilin (100 μg/ mL). 
M17  5 g/L peptona 
5 g/L sojinega peptona 
5 g/L laktoze 
5 g/L govejega ekstrakta 
2,5 g/L kvasnega ekstrakta 
0,5 g/L askorbinske kisline 
0,25 g/L magnezijevega 
sulfata 
19 g/L dinatrijevega beta-
glicerofosfata 
GM17 tekoče 
gojišče 
42,5 g/L M17 
12,5 mL 40% glukoze 
(0,5 % glukoza) 
10 μg/mL kloramfenikola 
Glukozo in antibiotik 
dodamo po avtoklaviranju 
in ohlajanju. 
SOC tekoče 
gojišče 
20 g tripton (2%) 
5 g kvasni ekstrakt 
2 mL 5M NaCl 
2,5 mL 1M KCl 
10 mL 1M MgCl2 
10 mL 1M MgSO4 
20 mL 1M glukoza 
Dopolnimo z dH2O do 1 L 
in avtoklaviramo. 
LB/LBA trdno 
gojišče 
Sestavi tekočega gojišča 
LB/LBA dodamo 15g/L 
agarja, avtoklaviramo, 
ohladimo in vlijemo v 
petrijevke. Pri LBA v trdo 
gojišče dodamo po 
ohlajanju ampicilin do 
koncentracije 100 µg/ml. 
SGM17 
+CaCl2 
+MgCl2 
2,125 g M17 
0,275 g glukoza 
8,56 g saharoza 
0,0952 g MgCl2 
0,015 g CaCl2 
Raztopimo v miliQ vodi, 
umerimo do 50 mL in 
sterilno prefiltriramo. 
GM17C10 trdno 
gojišče 
42,5 g/L M17 
15 g agar 
12,5 mL 40% glukoza 
SGM17 42,5 g/L M17 
0,5 % glukoza 
0,5 M saharoza 
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400 µl 25 mg/ml 
kloramfenikol 
Dopolnimo z dH2O do 1 
L in avtoklaviramo. 
Glukozo in kloramfenikol 
dodamo v ohlajeno 
gojišče. Vlijemo v 
sterilne petrijevke. 
Sterilno prefiltriramo v 
brezprašni komori. 
 
3.1.8 Protitelesa 
V preglednici VII so zbrani podatki o uporabljenih protitelesih, ki smo jih uporabili pri pretočni 
citometriji in prenosu western. 
Preglednica VII: Seznam uporabljenih protiteles in njihovih proizvajalcev. 
Primarna protitelesa Proizvajalec 
Zajčja poliklonska protitelesa, specifična za oznako Flag, 
angl. Flag tag Rabbit Polyclonal Ab 
Proteintech, Rosemont, ZDA 
Sekundarna protitelesa Proizvajalec 
Kozja protikunčja protitelesa, konjugirana s HRP, angl. 
Goat Anti Rabbit Antibody, HRP conjugate 
Jackson Immuno Research 
Europe, Ely, Velika Britanija 
Kozja protikunčja IgG protitelesa, konjugirana z 
barvilom Dylight 650, angl. Goat Anti Rabbit IgG, 
Dylight 650 conjugate 
Thermo Fisher Scientific, 
Walthman, ZDA 
 
3.1.9 Laboratorijska oprema 
V preglednici VIII je zbrana vsa uporabljena laboratorijska oprema. 
Preglednica VIII: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtomatske pipete Eppendorf (Nemčija) 
Visiblue Transilluminator UVP (Nemčija) 
Aparatura za elektroporacijo 0,2 cm Gene Pulser BioRad (ZDA) 
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Termoblok za ligacije ThermoE Bioer (Kitajska) 
Aparatura za NaDS PAGE in prenos na membrano  BioRad (ZDA) 
Aparatura za PCR Mastercycler nexus X2 Eppendorf (Nemčija) 
Aparatura za slikanje gelov UVltec (Velika Britanija) 
Avtoklav 1925X All American (ZDA) 
Centrifuga Eppendorf Eppendorf (Nemčija) 
Centrifuga Hettich Hettich (Nemčija) 
Digestorij Wesemann (Nemčija) 
Epruvete za centrifugiranje (centrifugirke) Sigma-Aldrich (ZDA) 
Elektroforezne kadičke z elektroforeznim materialom BioRad (ZDA) 
Hladilnik Electrolux (Švedska) 
Inkubator 30°C Memmert (Nemčija) 
Inkubator 37°C Binder (Nemčija) 
Inkubator-stresalnik Certomat HK B. Braun Biotech 
International (Nemčija) 
Komora z laminarnim pretokom zraka Labcaire (ZDA) 
Mikrovalovna pečica ZM21MS Zannusi (Italija) 
Naprava za slikanje ChemiDoc MP BioRad (ZDA) 
Nitrocelulozna membrana za prenos western GE Healthcare Life Science 
(ZDA) 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit: 
Kolone, zbiralne epice (2 mL) 
Machery-Nagel (Nemčija) 
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit (Classic Line): 
kolone PerfectBind DNA Columns, zbiralne epice 2.0 mL 
Collection Tubes 
PeqLab (Avstralija) 
pH meter Seven Easy Mettler Toledo (Češka) 
Pretočni citometer BD FACS Calibur  Becton Dickinson Inc. 
(ZDA) 
Spektrofotometer Lambda Bio+ PerkinElmer (ZDA) 
Spektrofotometer Nanodrop ND 1000 Thermo Scientific (ZDA) 
Stresalnik Vibromix Tehtnica (Slovenija) 
Tecan Infinite M1000 Tecan Austria (Avstrija) 
Thermoblok ThermoShaker Biometra (Nemčija) 
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Tehtnica 200A, Tehtnica (Slovenija) 
Tehtnica Genius, Sartorius (Nemčija) 
Sonifikator UPS200S Hielscher (Nemčija) 
Vacufuge plus Eppendorf (Nemčija) 
Vir napetosti POWER PAC 300 BioRad (ZDA) 
Zamrzovalnik -20°C Liebherr (Češka) 
Zamrzovalnik -80°C Sanyo (Japonska) 
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3.2 Metode 
3.2.1 Priprava prekonočnih kultur 
Pri pripravi prekonočnih kultur smo prenesli kolonije bakterij, ki so zrasle na trdnem gojišču, v 
tekoče gojišče z namenom pomnožitve enega klona bakterije z identičnim genetskim 
materialom. S tem smo pridobili večje količine bakterij z želenim plazmidom, potrebnim za 
nadaljnje delo. 
Eksperimentalno delo: 
Pri delu smo uporabljali dve bakterijski vrsti, E. coli in L. lactis, pri katerih se priprava 
prekonočnih kultur razlikuje. Delo smo izvajali aseptično ob prižganem gorilniku ali v komori 
z laminarnim pretokom zraka. V epruvete smo odpipetirali 5 mL gojišča (tekoče gojišče LB za 
E. coli ali gojišče GM17 za L. lactis), v katerega smo dodali ustrezen selekcijski antibiotik (5 
μL ampicilina v gojišče LB ali 2 μL kloramfenikola v gojišče GM17). S prežarjeno pinceto in 
sterilnim zobotrebcem smo se dotaknili bakterijske kolonije na trdnem gojišču in cel zobotrebec 
spustili v epruveto s tekočim gojiščem. Epruveto smo premešali s stresalnikom in jo prestavili 
v ustrezne pogoje za inkubacijo bakterij čez noč do naslednjega dne (37 °C ob stresanju za E. 
coli ali 30 °C za L. lactis). 
3.2.2 Izolacija plazmidne DNA 
Za izolacijo plazmidne DNA iz prekonočnih kultur smo uporabljali komercialni komplet 
reagentov peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (Classic Line) po navodilih proizvajalca. Iz E. coli 
smo izolirali plazmidne konstrukte pGem-T Easy, iz L. lactis pa plazmid pNZ8148 in plazmide 
BglBrick. Ker ima L. lactis kot grampozitivna bakterija debelejšo celično steno, smo pri 
izolaciji dodatno uporabili tudi encima mutanolizin in lizocim. 
Eksperimentalno delo: 
Resuspendirano prekonočno kulturo smo prelili v epruvete za centrifugiranje in centrifugirali 
10 min na 5000 × g ter odlili supernatant. Pri izolaciji iz L. lactis smo celice ponovno 
resuspendirali v 200 μL raztopine 1 z dodatno RNAazo in prestavili v epico ter dodali 50 μL 
pripravljene mešanice encimov mutanolizina in lizocima. Zmes smo inkubirali 30 min pri 
37 °C. Pri izolaciji iz E. coli smo celice ponovno resuspendirali v 250 μL raztopine 1 z dodano 
RNAazo in prestavili v epico. K 250 μL resuspendiranih celic smo dodali 250 μL raztopine 2, 
ki je povzročila alkalno lizo celic, in previdno obrnili epico desetkrat. Nato smo dodali 350 μL 
raztopine 3, ki nevtralizira raztopino 2 in povzroči obarjanje ostankov celic, epico smo ponovno 
previdno obrnili desetkrat. Centrifugirali smo 10 min pri 10.000 × g in supernatant odpipetirali 
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na kolono PerfectBind DNA, na katero se veže DNA. Kolono smo sprali s 500 μL pufra PW 
Plasmid Buffer in dvakrat s 750 μL pufra DNA Wash Buffer z dodanim etanolom. Za prehod 
pufra skozi kolono smo centrifugirali 1 min pri 10.000 × g. Kolono smo posušili z dvominutnim 
centriguranjem pri 11.000 × g. Elucijo plazmidne DNA smo izvedli s 50 μL destilirane vode, 
segrete na 70°C, z 2 minutnim centrifugiranjem pri 10.000 × g (30). 
Koncentracijo pridobljene raztopine plazmidov smo izmerili s spektrofotometrom Nanodrop 
ND 1000. Pri tem smo porabili 2 μL raztopine plazmidov. 
3.2.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Tehniko PCR v molekulskem kloniranju zelo pogosto uporabljamo za hitro in specifično 
pomnoževanje do 10 kbp dolgih odsekov DNA. Termostabilna polimeraza DNA v 
ponavljajočih ciklih zelo natančnega spreminjanja temperature pomnožuje točno določen 
segment matrične DNA (slika 11). Na začetku reakcijsko zmes segrejemo na 94–98 °C, pri 
čimer matrična DNA reverzibilno denaturira do enoverižne verige DNA. Temperaturo nato 
znižamo do temperature naleganja (pogosto okoli 50 °C) in omogočimo vezavo 
oligonukleotidnih začetnikov na enoverižno DNA. Zmes segrejemo na 72 °C, s čimer 
omogočimo podaljševanje komplementarne verige s termostabilno polimerazo DNA. Čeprav 
se v teoriji pri vsakem ciklu količina segmenta matrične DNA med začetnima 
oligonukleotidoma podvoji, se v končnih ciklih nastajanje produkta upočasnjuje, saj se med 
reakcijo porabljajo nekateri reagenti. Za osnovno reakcijo potrebujemo matrično DNA, dva 
začetna oligonukleotida, termostabilno polimerazo DNA in zmes vseh štirih deoksinukleotidov 
(dNTP) v ustreznem reakcijskem pufru, ki vsebuje magnezijeve ione (31). 
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Slika 11: Shema pomnoževanja segmenta DNA s PCR, prirejeno po (32). 
Eksperimentalno delo: 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili dve različni termostabilni polimerazi. Polimerazo Taq 
smo uporabili za pomnoževanje zaporedij s hkratnim dodajanjem ustreznih previsnih koncev, 
ki so vsebovali restrikcijska mesta za naš sistem BglBrick, pred njihovo vstavitvijo v plazmid 
pGEM-T Easy. Uporabili smo tudi polimerazo DNA Phusion Hot Start II za pomnoževanje 
daljšega dela plazmida pNZ8148, ki predstavlja večino končnega vektorja BglBrick. Reakcijski 
pogoji so se spreminjali glede na uporabljeno polimerazo in sestavo začetne reakcijske zmesi. 
V preglednicah IX in X sta predstavljena primera reakcijske mešanice ter temperaturnih 
programov za vsako od polimeraz. 
Preglednica IX: Primer reakcijske mešanice za obe uporabljeni polimerazi. 
Polimeraza Taq  Polimeraza Phusion Hot Start II 
Količina 
 
Komponenta reakcijske 
mešanice 
Količina Komponenta reakcijske 
mešanice 
1 μL  matrična DNA 2 μL Plazmid pNZ8148, c ≈ 0,5 μM 
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2 μL oligonukleotidni začetnik 1, 
c = 5 μM 
2 μL Xho-F-8148, c = 5 μM 
2 μL oligonukleotidni začetnik 2, 
c = 5 μM 
2 μL Nhe-R-8148corr, c = 5 μM 
5 μL 10x Dream Taq (Green) Buffer 20 μL 5x Phusion HF Buffer 
8 μL dNTP, c = 1,25 mM 16 μL dNTP, c = 1,25 μM 
31,75 μL dH2O 57 μL dH2O 
0,25 μL Taq polimeraza 1 μL Phusion Hot Start II polimeraza 
Σ= 50 μL  Σ= 100 
μL 
 
 
Uporabljene matrične DNA: plazmidi pNZ8148, pNZ8148-IRFP713, pNZ8148-NLuc, pSD-
Her2-flag. 
Uporabljeni oligonukleotidni začetniki: Nhe-R-8148corr, Xho-F-8148, BX-R-TT, NB-F-
PnisA, BX-R-TT2, NB-F-Pnis2. 
Preglednica X: Primera programov PCR za obe uporabljeni polimerazi DNA. 
Polimeraza Taq  Polimeraza Phusion Hot Start II Funkcija 
Temperatura [°C] Čas Temperatura [°C] Čas 
94 5 min 98 30 s začetna 
denaturacija 
94 30 s 98 10 s denaturacija 
 48  1 min 57 30 s prileganje 
72 1 min 72 1,5 min podaljševanje 
72 5 min 72 7 min končno 
podaljševanje 
4 ∞ 4 ∞ konec 
 
3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je separacijska metoda za ločevanje nukleinskih kislin v 
električnem polju. Ločevanje poteka horizontalno na agaroznem gelu, ki se nahaja v pufru med 
dvema nasprotno nabitima elektrodama. DNA potuje proti pozitivno nabiti anodi, pri čemer je 
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hitrost potovanja odvisna od velikosti molekule, saj je razmerje med nabojem in dolžino 
molekule konstantno. Manjše molekule se skozi pore prebijajo hitreje in posledično prepotujejo 
večjo razdaljo. Vpliv na hitrost potovanja ima tudi oblika DNA (krožna, linearna, zvita), 
velikost por v gelu (50–200 nm, kar je odvisno od koncentracije agaroze) in napetost, pri kateri 
izvajamo ločevanje. Za detekcijo dvoverižnih nukleinskih kislin najpogosteje uporabljamo 
barvila, ki interkalirajo med bazne pare in fluorescirajo po obsevanju z UV-svetlobo. Vzorce 
nanašamo v nanašalnem pufru, ki je težji od elektroforeznega pufra za čim manjše izgube pri 
nanašanju vzorcev in vsebuje barvilo, ki potuje skozi gel z enako hitrostjo kot kratke nukleinske 
kisline (14).  
Z AGE smo ločevali produkte reakcij PCR za nadaljnjo izolacijo, produkte reakcij PCR na 
osnovi kolonij za ugotavljanje prisotnosti plazmidov v bakterijskih kolonijah, produkte 
restrikcij za nadaljnjo uporabo in potrjevanje sestave plazmidov. 
Eksperimentalno delo: 
Pripravljali smo enoodstotni agarozni gel v 50 ali 150 mL pufra TAE glede na potrebe 
specifičnega eksperimenta. Natehtali smo 0,5 ali 1,5 g agaroze v erlenmajerico in dodali 
ustrezen volumen elektroforeznega pufra. Suspenzijo smo segrevali v mikrovalovni pečici do 
vretja, da se je agaroza popolnoma raztopila. Raztopino smo nato ohlajali, dodali barvilo SYBR 
Safe v razmerju 1 : 10.000 (V:V) in prelili v ogrodje elektroforezne kadičke. V ogrodje smo 
predhodno vstavili glavničke ustreznih velikosti za potrebe dela. Ko je nastal gel, smo v kadičko 
nalili pufer TAE, odstranili glavničke in nanesli vzorce v žepke na gelu. Vzorce smo predhodno 
zmešali z nanašalnim pufrom v razmerju 1 : 6 (V : V). Na gel smo nanesli tudi označevalec 
velikosti. Po potrebi smo uporabili označevalec velikosti 100 bp (1 μL označevalca velikosti, 2 
μL nanašalnega pufra in 9 μL dH2O) ali 1000 bp (5 μL označevalca velikosti in 5 dH2O μL). 
Elektrode smo priključili na vir električnega toka, pri čemer so bili 50-mililitrski geli 
izpostavljeni 92 V in 150-mililitrski geli 110 V. Po ločevanju smo gel analizirali pod UV-lučjo 
in posneli njegovo sliko. 
3.2.5 Ekstrakcija DNA iz agaroznega gela in čiščenje ligacijske ali PCR-mešanice 
DNA, ki smo jo ločili z AGE, smo v času laboratorijskega dela velikokrat izolirali iz agaroznega 
gela. Prav tako smo ligacijske mešanice pred transformacijo v bakterije ali PCR-produkte pred 
nadaljnjo uporabo morali očistiti. V te namene smo uporabljali komplet reagentov NucleoSpin 
Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel, Nemčija). 
Eksperimentalno delo: 
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Iz agaroznega gela smo s skalpelom na transiluminatorju izrezali ustrezen predel, na katerem 
se je nahajala želena DNA, in ga prestavili v epico. K izrezanemu predelu gela ali ligacijski 
oziroma PCR-zmesi smo dodali dvojno količino pufra NTI (npr. 200 μL pufra NTI k 100 μL 
zmesi ali 100 mg gela). Gel smo raztopili v pufru pri 50 °C. Tekočo zmes smo nanesli na kolono 
uporabljenega kompleta in nanjo vezali DNA s 30-sekundnim centrifugiranjem pri 11.000 × g. 
Kolono smo dvakrat sprali s 700 μL pufra NT3 s 30-sekundnim centrifugiranjem pri 11.000 × 
g ter jo nato posušili z dodatnim enominutnim centrifugiranjem pri 11.000 × g. DNA smo 
eluirali z dvominutnim centrifugiranjem pri 11.000 × g z dH2O, segreto na 70 °C (33). 
3.2.6 Ligacija 
Ligacijo katalizirajo od ATP odvisni encimi ligaze DNA. Pri svojem delovanju povežejo 
fosfatno skupino na 5' koncu s hidroksilno skupino na 3' koncu verige DNA. V tehnologiji 
rekombinantne DNA jih uporabljamo za združevanje kompatibilnih koncev fragmentov DNA. 
Najpogosteje uporabljamo ligazo DNA T4 (31). 
Pri našem delu smo ligacijo izvajali večkrat. Z reakcijo PCR smo iz plazmida pNZ8148 
pomnožili segment BglBrick, ki smo ga vstavili v plazmid pGEM-T Easy, da smo povečali 
njegovo stabilnost. Na enak način smo v plazmid pGEM-T Easy vstavili gene za tri modelne 
proteine, ki smo jih kasneje izražali s plazmidi BglBrick. Ligacijo smo izvajali tudi pri izgradnji 
enostavnih in sestavljenih plazmidov BglBrick. 
Eksperimentalno delo: 
Pri ligacijah v lineariziran plazmid pGEM-T Easy smo reakcijsko zmes pripravili glede na 
navodila proizvajalca. Primer je predstavljen v preglednici XI (29). Za vse ostale ligacije smo 
sestavo reakcijske zmesi izračunali s pomočjo ligacijskega kalkulatorja, ki ga je razvila 
Univerza v Dallasu in je dostopen na njihovi spletni strani. V kalkulator smo vstavili vse 
podatke, ki jih zahteva: skupen volumen reakcijske zmesi [μL], volumen ligacijskega pufra 
[μL], volumen ligaze DNA [μL], želeno molarno razmerje med vektorjem in insertom, 
koncentraciji [ng/μL] in dolžini [bp] vektorja in inserta ter njun maksimalen razpoložljiv 
volumen. Kalkulator poda predlog optimalne sestave vseh reaktantov (34). Vse pripravljene 
reakcijske mešanice smo inkubirali čez noč pri 16 °C. Primer ligacije je predstavljen v 
preglednici XI.  
Preglednica XI: Primera sestave ligacijske zmesi. 
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Ligacija v plazmid pGEM-T Easy Ostale ligacije 
Volumen Komponenta reakcijske 
mešanice 
Volumen Komponenta reakcijske 
mešanice 
2,5 μL  2x Rapid ligacijski pufer 4 μL 10x T4 ligacijski pufer 
0,5 μL pGEM-T Easy vektor X μL insert 
1,75 μL očiščeni PCR produkt Y μL vektor 
0,25 μL T4 DNA-ligaza 1 μL T4 DNA-ligaza 
Σ = 5 μL  Do 40 μL dH2O 
  Σ  = 40 μL  
 
3.2.7 Transformacija kompetentnih bakterij Escherichia coli DH5α 
Kompetentne celice E. coli smo transformirali z uporabo temperaturnega šoka. Pri segrevanju 
postane membrana celic bolj prepustna, kar omogoči prehod plazmida v celico. V bakterijah E. 
coli smo pomnoževali plazmidne konstrukte pGEM-T Easy. 
Eksperimentalno delo: 
Kompetentne bakterije E. coli so shranjene v zamrzovalniku pri −80 °C. Potem ko smo celice 
odtalili na ledu, smo k 50 μL suspenzije celic dodali 5 μL raztopine plazmida pGEM-T Easy 
(očiščeno ligacijsko mešanico ali že izolirane plazmide z namenom pridobivanja večje 
količine). Zmes smo previdno premešali in inkubirali na ledu 30 minut. Celice smo za 40–45 
sekund prestavili v vodno kopel z 42 °C ter jih nato postavili za 3 minute na led. K suspenziji 
celic smo dodali 450 μL gojišča SOC, dobro premešali in inkubirali 1 uro pri 37 °C na 
stresalniku. Po končani inkubaciji smo pod aseptičnimi pogoji naredili razmaz celic na trdno 
gojišče LAB. Naredili smo nekoncentriran razmaz s 50 μL celotnega gojišča. Preostanek 
gojišča smo centrifugirali 1 minuto pri 5000 × g ter odstranili 400 μL supernatanta. Celice smo 
resuspendirali v preostalih 50 μL gojišča ter naredili še en koncentriran razmaz. Trdno gojišče 
smo inkubirali pri 37 °C čez noč, da so zrasle kolonije. 
3.2.8 PCR za analizo kolonij 
PCR za analizo kolonij je preprosta metoda za ugotavljanje, ali specifična kolonija na trdnem 
gojišču dejansko vsebuje predvideni genski material. Na osnovi nastanka produkta in njegove 
dolžine (kar približno ugotovimo z izvedbo AGE) lahko sklepamo, ali so predhodni koraki (v 
našem primeru največkrat restrikcija, ligacija in transformacija) potekli uspešno. Z informacijo, 
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ki nam jo podata kombinacija PCR za analizo kolonij in AGE, lahko naredimo prekonočne 
kulture le iz tistih bakterijskih kolonij, ki najverjetneje vsebujejo želeni plazmid. 
Princip metode je enak kot pri običajni PCR. Namesto matrične DNA v reakcijsko zmes 
dodamo majhen del kolonije iz trdega gojišča. Program nastavimo tako, da na začetku poteče 
liza celic, in te sprostijo svoj genski material, ki nato sodeluje v pomnoževalnih ciklih PCR. 
Eksperimentalno delo: 
Potek dela se nekoliko razlikuje od običajne PCR. V prvotno zmes komponent za PCR smo 
dodali bakterije iz kolonije tako, da smo se s pipetnim nastavkom dotaknili kolonije in z njim 
močno pomešali pripravljeno raztopino za PCR. Lizo celic smo izvedli s petminutnim 
segrevanjem zmesi na 99 °C. Program smo prekinili in naknadno dodali polimerazo DNA, s 
čimer smo zmanjšali obseg njene denaturacije. V preglednicah XII in XIII sta predstavljena 
primer sestave reakcijske zmesi PCR za analizo kolonij in uporabljen temperaturni program. 
Preglednica XII: Primer sestave reakcijske zmesi PCR za analizo kolonij. 
Količina Komponenta reakcijske zmesi Opombe 
1 μL  oligonukleotidni začetnik 1, c = 5 μM Uporabljeni: M13, SP6, pNZF3072, 
NLuc-Nco-F, IRFP-F-Nco, ZHer2-F-
Bom, pNZrev, pNBBXrev. Uporabili 
smo glede na pričakovano kombinacijo 
plazmid/insert. 
1 μL oligonukleotidni začetnik 2, c = 5 μM 
3 μL  10x Dream Taq (Green) Buffer  
5 μL  dNTP (1,25 mM)  
15 μL dH2O  
0,1 μL polimeraza Taq Dodano skupaj po lizi celic. 
4,9 μL dH2O 
 
Preglednica XIII: Temperaturni program, ki smo ga uporabili pri PCR za analizo kolonij. 
Temperatura [°C] Čas Funkcija 
99 10 min Liza celic 
50 2 min Ohladitev naprave 
Dodajanje polimeraze Taq 
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94 30 s Denaturacija 
46 1 min Vezava oligonukleotidnih začetnikov 
72 1 min Podaljševanje 
72 5 min Končno podaljševanje 
4 ∞ Konec 
 
3.2.9 Določanje nukleotidnega zaporedja z metodo po Sangerju 
Pravilnost sestavljanja novih plazmidov smo dokončno ugotavljali z določevanjem 
nukleotidnega zaporedja. Postopka nismo izvajali sami, ampak smo pošiljali vzorce v Nemčijo, 
kjer je sekvenciranje opravil laboratorij Genomics, ki deluje kot del podjetja Eurofins. 
Uporabljali smo storitev LightRun Tube, pri kateri za določevanje nukleotidnega zaporedja 
uporabljajo metodo po Sangerju. Metoda temelji na sintezi verige DNA, ki je komplementarna 
zaporedju, ki ga sekvenciramo. V vzorcu se nahajata dvoverižna DNA in oligonukleotidni 
začetnik, ki omogoča podaljševanje komplementarne verige DNA. Za podaljševanje 
polimeraza DNA uporablja normalne deoksinukleotide in spremenjene dideoksinukleotide, ki 
po vstavitvi v zaporedje ne omogočajo vstavitve naslednjega nukleotida, s čimer se sinteza te 
verige ustavi. Vsak od štirih različnih dideoksinukleotidov je označen s svojim specifičnim 
fluorescentnim barvilom. Po končani reakciji so v zmesi prisotne vse možne dolžine 
komplementarnih verig DNA, ki fluorescirajo glede na svoj zadnji vstavljeni dideoksinukleotid. 
Zmes analiziramo s kapilarno elektroforezo, pri kateri se verige razvrstijo po dolžini. 
Fluorescenčni signali na koncu kolone določajo zaporedje nukleotidov v vzorčni DNA (35). 
Eksperimentalno delo: 
Vzorce smo pripravili po navodilih laboratorija Genomics. Vzorci so bili sestavljeni iz 5 μL 
izoliranega plazmida v koncentraciji 80–100 ng/μL in 5 μL ustreznega oligonukleotidnega 
začetnika (5 μM). Uporabili smo iste oligonukleotide kot pri izvajanju PCR na osnovi kolonij. 
3.2.10 Restrikcija 
Restrikcijske endonukleaze smo uporabljali za rezanje plazmidov pGem-T Easy z vstavljenimi 
modelnimi proteini in plazmidov BglBrick za kasnejšo ligacijo cepljenih verig DNA v nove 
enostavne ali sestavljene plazmide BglBrick. Naš sistem BglBrick uporablja restriktaze XhoI, 
BglII, BclI in NheI. 
Eksperimentalno delo: 
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V preglednici XIV so prikazane reakcijske mešanice za restrikcijo pGEM-T Easy in plazmidov 
BglBrick. Reakcije smo izvajali 1 uro pri 37 °C. Po končani restrikciji smo zmes ločili z AGE 
in iz gela izolirali le izrezane fragmente, ki smo jih kasneje uporabili pri ligaciji. 
Preglednica XIV: Prikaz sestave reakcijskih mešanic za restrikcije. 
Restrikcija plazmidov pGem-T Easy  Restrikcija plazmidov BglBrick  
Količina Komponenta reakcijske zmesi Količina Komponenta reakcijske 
zmesi 
1 μL Restrikcijska endonukleaza 1 2 μL Restrikcijska endonukleaza 1 
1 μL Restrikcijska endonukleaza 2 2 μL Restrikcijska endonukleaza 2 
5 μL 10x Fast Digest Buffer 5 μL 10x Fast Digest Buffer 
x μL[2 μg] plazmid pGEM-T Easy  x μL [2 μg] plazmid BglBrick  
y μL [do 50 
μL] 
dH2O y μL [do 50 
μL] 
dH2O 
Σ =  50 μL  Σ =  50 μL  
 
3.2.11 Transformacija bakterij Lactococcus lactis 
Kompetentne bakterije L. lactis smo transformirali z metodo električne inducirane kompetence 
(elektroporacija). Bakterije izpostavimo kratkim pulzom električne napetosti, kar povzroči 
depolarizacijo celične membrane z nastankom por, skozi katere lahko DNA vstopi v celico. 
Eksperimentalno delo: 
Kompetentne celice L. lactis, ki so shranjene v zamrzovalniku na −80 °C, smo odtalili na ledu. 
K 50 μL celic smo dodali 2 μL odtaljene plazmidne DNA ali 5 μL očiščenega in 
skoncentriranega produkta ligacije. Očiščen plazmid smo po ligaciji skoncentrirali s 
centrifugalnim koncentratorjem Vacufuge plus (Eppendorf) z 20 μL na 5 μL. Celice s 
plazmidom smo prestavili v kiveto za elektroporacijo. Transformacijo smo izvedli z napravo 
Gene Pulser II (BioRad) pri pogojih 2 kV, 200 Ω in 25 µF. K bakterijam smo dodali 1000 μL 
gojišča SGM17+CaCl2+MgCl2 in jih inkubirali 2 uri pri 30 °C. Po inkubaciji smo 50 μL kulture 
pod aseptičnimi pogoji razmazali na trdno gojišče GM17C10. Preostanek gojišča smo 
centrifugirali pri 5000 × g 1 minuto in odstranili 850 μL supernatanta. Celice smo resuspendirali 
v preostanku gojišča (približno 100 μL) in jih pod aseptičnimi pogoji razmazali na trdno gojišče 
GM17C10. Trdna gojišča smo inkubirali 2 dni pri 30 °C. 
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3.2.12. Izražanje modelnih proteinov v bakteriji L. lactis 
Izražanje proteinov pri plazmidu pNZ8148 (in posledično tudi pri pNBBX) induciramo z 
dodatkom nizina. Gostoto bakterij smo med inkubacijo merili turbidimetrično pri valovni 
dolžini 600 nm (optična gostota, OD600). Bakterijam smo dodali nizin v eksponentni fazi rasti, 
ko je bila OD600 med 0,8 in 1,0. Po dodatku nizina smo inkubirali bakterije še 3 ure, da smo 
dosegli zadostno stopnjo izražanja proteinov. Končna izmerjena vrednost OD600 je bila med 2,5 
in 3,0. 
Eksperimentalno delo: 
200 μL prekonočne kulture L. lactis smo dodali v 10 mL svežega gojišča GM17 in 4 μL 
kloramfenikola. V primeru izražanja proteina iRFP z namenom merjenja fluorescence in ločbe 
lizata bakterij z NaDS PAGE, izvedbo prenosa western ter barvanja gela z barvilom Coomassie 
Brilliant Blue smo v mešanico dodali tudi 5 μL biliverdina (c = 25 mg/mL). Dobro smo 
premešali ter inkubirali približno 4 ure pri 30 °C do eksponentne faze rasti bakterij. Ko smo 
izmerili OD600 med 0,8 in 1,0, smo dodali v zmes 10 μL nizina (c = 0,025 mg/mL), da smo 
spodbudili izražanje proteinov v bakterijah. Bakterije smo inkubirali še približno 3 ure, dokler 
ni bila OD600 med 2,5 in 3,0. Meritve fluorescence in luminiscence smo izvedli takoj po končani 
inkubacji. 1 mL kulture smo shranili v hladilniku za izvedbo pretočne citometrije. Preostalo 
smo centrifugirali 10 minut pri 5000 × g in odstranili supernatant. Za izvedbo ločbe lizata 
bakterij z NaDS PAGE smo bakterije resuspendirali v 400 μL pufra PBS in shranili v 
zamrzovalniku pri −20 °C.  
3.2.13 Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija je metoda karakterizacije in merjenja lastnosti celic, ki se nahajajo v 
suspenziji, in njihovih komponent. Celice se v pretočnem citometru z metodo hidrodinamskega 
fokusiranja razporedijo ena za drugo ter prehajajo izvor svetlobe (laserski žarek), pri čimer 
oddajajo specifične signale. Laserski žarek pri prehodu skozi celico spremeni svoje lastnosti. 
Pride do odboja in razprševanja svetlobe, kar merimo z dvema fotodetektorjema. Detektor 
FALS (angl. forward angle light scatter) se nahaja v ravnini potovanja laserske svetlobe in 
omogoča zaznavanje svetlobe, ki se odbije od celice pri interakciji s celično membrano. 
Parameter, ki ga merimo, imenujemo prednje sipanje in je sorazmeren velikosti celice; večje 
kot je prednje sipanje, večja je celica. Detektor RALS (angl. right angle light scatter) se nahaja 
pravokotno na smer potovanja laserske svetlobe in omogoča merjenje razpršene svetlobe. 
Svetloba prehaja v prosojno celico in pride v kontakt s celičnimi organeli, pri čimer se razprši. 
Bolj kot so celice kompleksne in več organelov imajo, več svetlobe se bo razpršilo in posledično 
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bo parameter stranskega sipanja, ki ga merimo z detektorjem RALS, večji. Pretočni citometri 
vsebujejo tudi fluorescenčne detektorje, s katerimi merimo emitirano svetlobo pri prehodu 
laserskega žarka. S pretočno citometrijo lahko analiziramo funkcionalne lastnosti celic (36). 
Eksperimentalno delo: 
20 μL celične kulture smo dodali k 500 μL pufra TBS ter centrifugirali pri 7000 × g 5 min v 
centrifugi, ohlajeni na 4 °C. Vsi postopki centrifugiranja so pri tej metodi potekali pod enakimi 
pogoji. Usedlino smo resuspendirali v 500 μL TBS z dodanimi primarnimi zajčjimi protitelesi 
Flag (redčenje 1 : 500) ter inkubirali 2 uri ob stresanju. Celice smo trikrat sprali z 200 μL pufra 
TBST in centrifugiranjem. Usedlino smo resuspendirali v 500 μL pufra TBS z dodanimi 
fluorescenčno označenimi sekundarnimi protizajčjimi protitelesi (redčenje 1 : 2000) ter 
inkubirali dve uri ob stresanju v temi. Po inkubaciji smo celice zopet trikrat sprali z 200 μL 
TBST in centrifigiranjem. Usedlino smo resuspendirali v 500 μL pufra TBS in izvedli analizo 
s pretočnim citometrom FACS Calibur (Becton Dickinson Inc.) z eksitacijo pri 488 nm in 
emisijo pri 530 nm. Citometer je izmeril povprečno fluorescenčno intenziteto (MFI) najmanj 
20.000 bakterijskih celic. 
Za negativno kontrolo smo uporabili prazen plazmid pNBBX, za pozitivno pa plazmid pSD-
Her-flag. Analizirali smo tri vzorce za vsak plazmid ter izračunali povprečja intenzitete 
fluorescence in pripadajoče standardne odklone.  
3.2.14 Merjenje fluorescence proteina iRFP 
Fluorescenca je pojav, pri katerem molekula absorbira svetlobo točno določene valovne dolžine 
in jo nato odda v obliki svetlobe z nižjo energijo (z višjo valovno dolžino). iRPF je fluorescenčni 
protein, ki absorbira svetlobo z valovno dolžino 690 nm in odda svetlobo z vrhom pri valovni 
dolžini 713 nm. Merjenje tega pojava s fluorimetrom smo izkoristili za preverjanje izražanja 
iRPF v bakteriji L. lactis. 
Eksperimentalno delo: 
Flourescenco smo merili tekočim kulturam L. lactis, v katerih smo izrazili protein iRFP. Za 
negativno kontrolo smo uporabili kulture L. lactis, ki so vsebovale plazmid pNBBX brez 
vstavljenega modelnega proteina. V črno mikrotitrsko ploščico smo napipetirali 200 μL gojišča 
z izraženim proteinom ter pomerili fluorescenco s programom za merjenje fluorescence 
proteina iRFP z napravo Tecan Infinite M1000. Program poda fluorescenco v fluorescenčnih 
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enotah (FU). Izvedli smo tri meritve za vsak vzorec ter izračunali njihova povprečja in 
standardne odklone. 
3.2.15 Merjenje luminiscence 
Protein luciferaza NanoLuc® (NLuc) katalizira pretvorbo furimazina v furimamid, pri čimer 
nastane svetloba z vrhom pri valovni dolžini 460 nm (37). Ta pojav imenujemo 
bioluminiscenca. Izkoristili smo ga za preverjanje izražanja proteina NLuc v L. lactis. 
Eksperimentalno delo: 
Luminiscenco smo merili tekočim kulturam L. lactis, v katerih smo izrazili encim NLuc. Za 
negativno kontrolo smo uporabili kulture L. lactis, ki so vsebovale plazmid pNBBX brez 
vstavljenega proteina. Gojišče z izraženim proteinom smo centrifugirali 10 min pri 5000 × g, 
resuspendirali celice v 10 mL pufra PBS ter naredili štiri redčitve v razmerju 1 : 10 z istim 
pufrom. 50 μL resuspendiranih celic in posameznih redčitev smo nanesli na belo mikrotitrsko 
ploščico s prozornim dnom ter dodali 50 μL reagenta. Kot reagent smo uporabili Nano-Glo® 
Luciferase Assay Substrate, ki smo ga razredčili v razmerju 1 : 500 s pufrom, ki ga poda 
proizvajalec substrata. Počakali smo 3 minute in nato pomerili luminiscenco s programom za 
merjenje luminiscence proteina NLuc z napravo Tecan Infinite M1000. Program poda 
luminiscenco v luminiscenčnih enotah (LU). 
Meritve smo izvedli pri petih različnih redčitvah proteina in nato uporabili kot končni rezultat 
najvišjo izmerjeno vrednost. Izvedli smo tri ponovitve meritev za vsak vzorec ter izračunali 
povprečja in pripadajoče standardne odklone. 
3.2.16 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(NaDS PAGE) 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza je najpogosteje uporabljana metoda za ločevanje 
proteinov. Osnovni gradnik polimera je akrilamid, ki polimerizira ob prisotnosti amonijevega 
persulfata in TEMED-a. Pri NaDS PAGE ločbo izvedemo ob prisotnosti natrijevga 
dodecilsulfata, ki se nespecifično veže na proteine in jih popolnoma denaturira. Pri tem 
denaturirani proteini pridobijo večji absolutni (negativni) naboj, saj se povprečno na dva 
aminokislinska ostanka veže ena molekula NaDS. Elektroforezna ločba poteka vertikalno od 
negativno nabite katode na vrhu kadičke do pozitivno nabite anode na dnu. Proteini se razvrstijo 
izključno po velikosti, saj je razmerje med nabojem in dolžino proteinov konstantno. Vzorce 
nanesemo na manj premrežen koncentrirni gel, na katerem se proteini skoncentrirajo v ozkem 
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pasu, kar omogoča boljšo ločljivost. Nato proteini potujejo skozi bolj premrežen ločevalni gel 
in se razvrstijo po velikosti, pri čimer manjši proteini potujejo po gelu hitreje (31). 
Eksperimentalno delo: 
V preglednici XV je predstavljena sestava gelov, ki smo jih pripravili za izvedbo NaDS PAGE. 
Sestavini amonijev persulfat in TEMED sprožita kemijsko reakcijo zamreženja in nastanka 
gela, zato ju dodamo neposredno pred vlivanjem gelov v ogrodja. V sestavljeno ogrodje smo 
vlili približno 7 mL 12-odstotnega ločevalnega gela in čezenj približno 1 mL butanola, ki 
poravna gladino gela in odstrani prisotne zračne mehurčke. Ko se je gel strdil, smo butanol 
odlili in ostanek previdno popivnali s filter papirji. Do vrha ogrodja smo nato vlili 4-odstotni 
koncentracijski gel ter vstavili glavniček za kasnejši nanos vzorcev. Ko se je gel strdil, smo 
glavničke odstranili in okvir z gelom prenesli v posodo za izvedbo NaDS PAGE. Posodo smo 
do oznake napolnili z NaDS-pufrom. 
Preglednica XV: Sestava raztopin, ki smo jih uporabili za pripravo enega gela NaDS PAGE. 
Sestavina 4% koncentracijski gel 12% ločevalni gel 
dH2O 3,168 mL 4,335 mL 
1,5 M Tris-HCl, pH = 8,8 1,250 mL  
1,5 M Tris-HCl, pH = 6,8  2,500 mL 
10% natrijev dodecilsulfat 0,050 mL 0,100 mL 
40% akrilamid 0,500 mL 3,000 mL 
10% amonijev persulfat 0,025 mL 0,050 mL 
TEMED 0,008 mL 0,015 mL 
 
Vzorce bakterij, ki smo jih imeli zamrznjene v 400 μL PBS, smo odtalili in sonicirali dvakrat 
po 15 sekund, da smo izboljšali lizo celic. K 17,5 μL vzroca smo dodali 6,25 μL nanašalnega 
pufra z barvilom in 1,25 μL DTT. Zmes smo inkubirali 10 minut pri 100 °C za denaturacijo 
proteinov. Na gel smo nanesli 20 μL vzorcev in 5 μL označevalca velikosti PageRuler™ Plus 
Prestained Protein Ladder. Ločba je potekala pri 35 mA približno 1 uro. 
3.2.17 Prenos western 
Prenos western imenujemo proces prenosa proteinov s polikarilamidnega gela na 
nitrocelulozno membrano. Izvedli smo ga s pomočjo električnega toka. Proteini se vežejo na 
membrano nespecifično preko močnih hidrofobnih interakcij (31). Po prenosu smo membrano 
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blokirali z mlekom, da smo onemogočili nespecifično vezavo protiteles, s katerimi smo označili 
proteine. Primarna protitelesa so bila usmerjena proti Flag oznaki proteina Her2-flag, 
sekundarna pa proti primarnim protitelesom in so bila označena s hrenovo peroksidazo. 
Eksperimentalno delo:  
Narezali smo nitrocelulozno membrano v velikosti gela ter jo omočili v 30 mL pufra za prenos 
western. Blazinici iz filter papirjev smo namočili v ostalih 70 mL pufra in so služile kot 
rezervoar pufra med prenosom. V kaseto za prenos smo naložili (od anode h katodi) prvo 
blazinico, nitrocelulozno membrano, poliakrilamidni gel po izvedeni NaDS PAGE in drugo 
blazinico. Pri nanašanju plasti smo odstranili vse ujete mehurčke zraka, da ti ne bi motili 
prenosa proteinov. Kaseto smo zaprli in prenesli v napravo za prenos western (Biorad) ter 
izbrali ustrezen program (10 minut pri 1,3A oz. 25 V). Po končanem prenosu smo blokirali 
nezasedena mesta na membrani z enourno inkubacijo s stresanjem v 5-odstotnem posnetem 
mleku v pufru TBST. Membrano smo trikrat sprali z 10-minutnim stresanjem v pufru TBST. 
Sledila je prekonočna inkubacija membrane pri 4 °C v prisotnosti primarnih zajčjih protiteles 
Flag (redčenje 1 : 1000 v 5-odstotnem mleku v TBST). Membrano smo nato zopet trikrat sprali 
z 10-minutnim stresanjem v TBST. Nato smo membrano inkubirali 1,5 ure s stresanjem v 
prisotnosti sekundarnih kozjih protizajčjih protiteles, označenih s hrenovo peroksidazo 
(redčenje 1 : 5000 v 5-odstotnem mleku v TBST) ter membrano trikrat sprali z 10-minutnim 
stresanjem v TBST. Sekundarna protitelesa smo detektirali z merjenjem luminiscence. 
Membrano smo inkubirali 2 minuti s 600 μL substrata Lumi Light ter nastali svetlobni signal 
posneli z napravo ChemiDocMP (Biorad). 
3.2.18 Barvanje gela z barvilom Coomassie Brilliant Blue 
Barvilo Coomassie Brilliant Blue se nespecifično veže na proteine preko elektrostatskih 
(predvsem z argininskimi, lizinskimi in histidinskimi ostanki) in hidrofobnih interkacij (z 
tirozinskimi, triptofanskimi in fenilalaninimi ostanki). Proteine na gelu obarvamo z inkubacijo 
v raztopini barvila, čemur nato sledi razbarvanje ozadja z mešanico topil, v katerih je barvilo 
dobro topno (31). 
Eksperimentalno delo: 
Poliakrilamidni gel po končani NaDS PAGE smo v petrijevki prelili z raztopino barvila 
Coomassie Briliant Blue (zmes 20 mL Coomassie Blue in 40 mL 20-odstotne ocetne kisline). 
Gel smo stresali 1 uro na sobni temperaturi ter barvilo odlili. Sledilo je 30-minutno stresanje s 
30-odstotno razbarvalno raztopino in prekonočno stresanje z 10-odstotno razbarvalno 
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raztopino. Naslednji dan smo gel prestavili v destilirano vodo, da smo ustavili razbarvanje, ter 
ga poslikali z napravo ChemiDocMP (Biorad). 
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4 Rezultati 
4.1 Načrtovanje in priprava plazmida pNBBX 
Pripravo plazmida pNBBX smo načrtovali z uvedbo restrikcijskih mest v plazmid pNZ8148 
tako, da bi na novo pripravljen plazmid ustrezal definiciji plazmida BglBrick. Restrikcijska 
mesta smo v plazmid uvedli z metodo PCR (polimeraza Taq), ki za pomnoževanje DNA 
uporablja začetne oligonukleotide z dodanimi previsnimi konci. Uporabili smo oligonukleotida 
NB-F-PnisA, ki na 5' koncu doda restrikcijski mesti za endonukleazi NheI in BglII, in BX-R-
TT, ki na 3' koncu doda restrikcijski mesti za endonukleazi BclI in XhoI. Tako smo pripravili 
pomnoženo mutirano kaseto plazmida pNZ8148, ki predstavlja naš segment BglBrick. 
Pomnoženo zaporedje smo očistili z AGE in po izolaciji iz gela izvedli ligacijo v plazmid 
pGEM-T Easy. Plazmide smo transformirali v kompetentne celice E. coli DH5α ter preverili 
uspešnost ligacije v plazmid in transformacije s PCR, in sicer z analizo kolonij z 
oligonukleotidoma M13 in SP6, ki prijemata na konstantni regiji plazmida pGEM-T Easy okoli 
vstavljene kasete (slika 12). Plazmide smo  izolirali in potrdili uspešnost priprave z določitvijo 
nukleotidnega zaporedja. 
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Slika 12: Rezultat AGE po analizi kolonij E. coli s PCR za analizo kolonij. Celoten postopek priprave smo 
izvedli v dveh ponovitvah. Na zgornji polovici gela smo analizirali kolonije iz prve ponovitve (kolonije 1–10). 
Velikost segmentov kažejo na to, da je postopek najverjetneje uspel. Na spodnji polovici smo analizirali kolonije 
(kolonije 1–10) iz druge ponovitve. Dolžine teh segmentov pa so zelo kratke, kar nakazuje na neuspel poskus. 
Na podoben način smo iz plazmida pNZ8148 pripravili tudi vektor BglBrick načrtovanega 
plazmida pNBBX. Z metodo PCR (Phusion polimeraza DNA) smo pomnožili drugi del 
pNZ8148. Uporabili smo začetna oligonukleotida Xho-F-8148, ki je dodal na 5' konec 
restrikcijsko mesto za endonukleazo XhoI, in Nhe-R-8148corr, ki je na 3' konec dodal 
restrikcijsko mesto za endonukleazo NheI. Produkt te reakcije  PCR in pripravljene plazmide 
pGEM-T Easy smo razrezali z restrikcijskima endonukleazama NheI in XhoI ter z ligacijo 
očiščenih fragmentov sestavili plazmid pNBBX. Plazmid smo pomnožili v bakterijah L. lactis 
in določili nukleotidno zaporedje za dokončno potrditev uspešnosti priprave plazmida BglBrick 
(slika 13). 
 
Slika 13: Nukleotidno zaporedje kasete plazmida pNBBX. Z rumeno sta označeni zaporedji začetnih 
oligonukleotidov, s katerima smo pripravili plazmid, z zeleno pa dodana restrikcijska mesta. Z modro je označen 
operon plazmida pNZ8148, ki se ni spremenil pri pripravi plazmida pNBBX. Nukleotidna zaporedja s preverbo 
ustreznosti so predstavljena v prilogi. 
4.2 Priprava plazmidov pGEM-T Easy z geni za modelne proteine 
Da bi omogočili sestavljanje genov z uporabo standarda BglBrick, smo morali gene za modelne 
proteine pripraviti na ustrezen način. Uporabili smo različice plazmida pNZ8148, v katerega so 
že bili vstavljeni geni za infrardeči fluorescentni protein, luciferazo NanoLucTM in afinitetno 
telo za receptor za človeški epidermalni rastni dejavnik 2. S postopkom PCR smo iz plazmidov 
pomnožili gene vseh treh  modelnih proteinov tako, da smo na 5' konec dodali restrikcijski 
mesti za endonukleazi NheI in BglII, na 3' konec pa restrikcijski mesti za endonukleazi BclI in 
XhoI. Postopek smo izvedli na popolnoma enak način kot pri pomnoževanju operona pNZ8148 
za pripravo segmenta BglBrick. Rezultat AGE po PCR je prikazan na Sliki 14. 
Ključevšek T. Uvedba sistema BglBrick za združevanje genov v mlečnokislinskih … L. lactis 
Magistrska naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo 
44 
 
 
Slika 14: Rezultat AGE po ločbi produkta PCR, s katero smo pomnožili gene za vse tri modelne proteine. 
Dolžine sekvenc genov se ujemajo z njihovo teoretično dolžino (1480 bp za iRFP, 1470 bp za Her2-flag in 1045 
bp za NLuc). 
Po izolaciji fragmentov iz agaroznega gela smo izvedli ligacijo izrezanih genov v plazmid 
pGEM-T Easy. Plazmide smo pomnožili v bakteriji E. coli ter preverili uspešnost postopkov s 
PCR za analizo kolonij in določitvijo nukleotidnih zaporedij. Na sliki 15 je prikazan primer 
sekvence plazmida pGEM-T Easy z vstavljenim modelnim proteinom. Sekvence vseh treh 
pripravljenih plazmidov (pGEM-NLuc, pGEM-Her2-flag in pGEM-iRFP) pa so podane v 
prilogi. 
 
Slika 15: Nukleotidno zaporedje kasete plazmida pGEM-iRFP. Z rumeno sta označeni zaporedji začetnih 
oligonukleotidov, ki smo ju uporabili za pripravo plazmida, z zeleno pa dodana restrikcijska mesta. Z modro je 
označeno nukleotidno zaporedje operona plazmida, vanj vstavljeno zaporedje gena iRFP pa s sivo. 
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4.3 Priprava plazmidov pNBBX z vstavljenimi geni za modelne proteine 
Gene za modelne proteine smo vstavili v plazmid pNBBX z reakcijami restrikcije in ligacije. 
Plazmid pNBBX in tri plazmide pGEM-T Easy smo razrezali z restrikcijskima endonukleazama 
XhoI in NheI. Produkte restrikcije smo ločili z AGE in iz agaroznega gela izolirali ustrezne 
fragmente plazmidov (slika 16). 
 
Slika 16: Slika agaroznega gela po ločbi produktov restrikcije plazmidov pGEM-NLuc, pGEM-iRPF, pGEM-
Her2-flag in pNBBX (dvakrat). Z rdečo so obkroženi fragmenti DNA, ki smo jih izolirali iz gela in uporabili za 
nadaljnjo ligacijo. 
Izvedli smo ligacijo genov za modelne proteine v plazmid pNBBX, pri čemer smo sestavili tri 
nove plazmide: pNBBX-NLuc, pNBBX-iRPF in pNBBX-Her2-flag. Te smo nato pomnožili v 
bakteriji L. lactis. Uspešnost izvedenega postopka smo preverili s PCR za analizo kolonij in 
določitvijo nukleotidnih zaporedij. Slika 17 je prikazuje primer nukleotidnega zaporedja 
plazmida pNBBX-NLuc, vsa ostala zaporedja pa dokumetirana v prilogi. 
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Slika 17: Nukleotidno zaporedje plazmida pNBBX-NLuc. Z rumeno sta označeni zaporedji začetnih 
nukleotidov, ki smo ju uporabili za pripravo plazmida, z zeleno pa dodano restrikcijska mesta. Z modro je 
označeno nukleotidno zaporedje operona plazmida, vanj vstavljeno zaporedje gena NLuc pa s sivo. 
4.4 Preverjanje izražanja modelnih proteinov v bakteriji L. lactis 
Za potrditev ustreznega delovanja plazmida smo preverili izražanje proteinov v bakteriji L. 
lactis. Z nizinom smo spodbudili izražanje genov v plazmidih pNBBX-iRFP, pNBBX-NLuc, 
pNBBX-Her2-flag in pNBBX. Izražanje iRFP smo preverili z merjenjem fluorescence, NLuc 
z merjenjem luminiscence, Her2-flag pa z uporabo pretočne citometrije. Izvedli smo tudi 
elektroforezo NaDS PAGE za analizo lizatov bakterij s prenosom western in barvanjem gela z 
barvilom Coomassie Briliant Blue. 
4.4.1 Rezultati merjenja fluorescence 
Izražanje proteina iRFP smo preverili z merjenjem fluorescence celične kulture L. lactis. To 
smo izvedli v prisotnosti biliverdina, ki se je vgradil v protein in nato deloval kot kromofor. 
Celična kultura z izraženim proteinom iRFP je imela večjo intenzivnost signala kot tista brez 
proteina (slika 18). 
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Slika 18: Rezultat merjenja fluorescence celičnih kultur s praznimi plazmidi pNBBX (negativna kontrola) in 
pNBBX-iRFP z izraženimi proteini. MFI – povprečna intenziteta fluorescence (ang. mean fluorescence 
intensity). 
4.4.2 Rezultati merjenja luminiscence 
Izražanje proteina NLuc smo preverili z merjenjem luminiscence, po dodatku furimazina v 
celično kulturo. Celična kultura z izraženim proteinom NLuc je imela večjo intezivnost signala 
kot tista brez proteina (slika 19). 
 
Slika 19: Rezultati merjenja luminiscence po dodatku furimazina k celicam z izraženimi plazmidi pNBBX 
(negativna kontrola) in pNBBX-NLuc. MLI – povprečna intenziteta luminiscence (ang. mean luminescence 
intensity). 
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4.4.3 Rezultati analize s pretočno citometrijo 
S pretočno citometrijo smo prikazali prisotnost proteina Her2-flag na površini bakterije L. 
lactis. Uporabili smo primarna zajčja protitelesa proti oznaki Flag in sekundarna fluorescentno 
označena kozja protikunčja protitelesa. Analizirali smo bakterijske celice z izraženimi proteini 
NLuc, iRFP in Her2-flag. Najvišjo intenziteto fluorescence smo izmerili pri pozitivni kontroli, 
sledil ji je vzorec s Her2-flag izraženim s plazmidom pNBBX-Her2-flag, nato pa še vsi ostali 
plazmidi. Z enostranskim t-testom smo potrdili, da se je povprečna intenziteta fluorescence 
vzorca s proteinom Her2-flag statistično značilno razlikovala od povprečne intenzitete 
fluorescence negativne kontrole (p < 0,01). Rezultati so prikazani na Sliki 20. 
 
Slika 20: Rezultati analize celic L. lactis, ki vsebujejo različne plazmide (pNBBX-Her2, pNBBX, pNBBX-
NLuc, pNBBX-iRFP in pSD-Her2-flag) s pretočno citometrijo. MFI – povprečna intenziteta fluorescence (ang. 
mean fluorescence intensity). 
4.4.4 Rezultati prenosa western in barvanja s Coomassie Briliant Blue 
Uspešnost izražanja proteinov smo preverili tudi z ločbo sestavin lizata bakterij z elektroforezo 
NaDS PAGE ter nadaljnjimi analizami s prenosom western in barvanjem z barvilom Coomassie 
Briliant Blue. Z NaDS PAGE smo ločili lizate kultur L. lactis, ki so vsebovale plazmide 
pNBBX-Her2, pNBBX-NLuc in pNBBX-iRFP ter pNBBX kot negativno kontrolo. Za 
pozitivno kontrolo izražanja proteina Her2-flag smo uporabili bakterije L. lactis s plazmidom 
pSD-Her-flag. Pri prenosu western smo uporabili primarna zajčja protitelesa proti oznaki Flag 
in sekundarna kozja protikunčja protitelesa, ki so bila označena s hrenovo peroksidazo. Tako 
smo uspešno potrdili prisotnost proteina Her2-flag pri izraženem plazmidu pNBBX-Her2-flag. 
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Z barvanjem s Coomassie Briliant Blue pa smo potrdili prisotnost vseh izraženih modelnih 
proteinov. Rezultati so prikazani na Sliki 21. 
 
Slika 21: A. Rezultat prenosa po westernu. B. Rezultat barvanja gela z barvilom Coomassie Briliant Blue - s 
puščicami so prikazani izraženi rekombinantni proteini. 
4.5 Poskus priprave plazmida pNBBX z vstavljenima genoma za modelna proteina 
Her2-flag in NLuc 
Z našim zasnovanim sistemom BglBrick smo poskusili pripraviti plazmide pNBBX z dvema 
vstavljenima modelnima proteinoma. Sistem združevanja genov namreč omogoča vstavljanje 
zaporedji DNA navzgor ali navzdol po plazmidu. Poskusili smo sestaviti dva gena za modelna 
proteina Her2-flag in Nluc navzdol, kakor je prikazano na Sliki 22. 
 
Slika 22: Shema načina priprave plazmida pNBBX-Her2-flag-NLuc. 
Ključevšek T. Uvedba sistema BglBrick za združevanje genov v mlečnokislinskih … L. lactis 
Magistrska naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo 
50 
 
Na enak način smo poskusili pripraviti še plazmide pNBBX-Her2-flag-NLuc, pNBBX-Her2-
flag-iRPF, pNBBX-NLuc-Her2-flag in pNBBX-NLuc-iRPF. Uspešnost združevanja genov 
smo preverjali s PCR za analizo kolonij in določanjem nukleotidnih zaporedij. Izsledki obeh 
analiznih metod dokazujejo, da združevanje genov ni uspelo. Po ločbi produkta PCR za analizo 
kolonij so bile namreč nekatere pomnožene regije nepravilnih in nekonstantnih dolžin glede na 
njihovo teoretično dolžino ali pa kolonije niso vsebovale nobenega plazmida. Tudi rezultati 
določitve nukleotidnih zaporedij niso bili dokončni. Pri pregledu posameznih fluorescenčnih 
signalov, izmerjenih s pomočjo kapilarne elektroforeze, smo večkrat opazili več sočasno 
prisotnih različnih signalov (slika 23). 
 
Slika 23: A. Slika agaroznega gela po ločbi produkta PCR za analizo kolonij. Zgornji del fotografije: poskus 
priprave plazmida pNBBX-NLuc-Her2-flag. Iz kolonij 1–2 in 4–10 je nastal fragment, dolg približno 2000 bp, 
čeprav bi po teoriji moral vsebovati 2500 bp. Kolonija 3 je izstopala z dolžino 1000 bp. Spodnji del fotografije: 
poskus priprave plazmida pNBBX-NLuc-iRPF. Fragment iz kolonij 2, 4 in 6–10 je dolg približno 2500 bp, kar 
ustreza teoretični dolžini. Fragment kolonij 1, 3 in 5 pa je dolg približno 2000 bp, kar se ne sklada s teoretično 
vrednostjo. B. Izsek elektroferograma po kapilarni elektroforezi, uporabljeni za določanje nukleotidnega 
zaporedja -pojavlja se več sočasnih signalov, kar najverjetneje odraža onesnaženost vzorca. 
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5 Razprava 
Mlečnokislinske bakterije (MKB) so zaradi svojih lastnosti že stoletja pomemben člen živilske 
industrije, njihova uporaba pa obsega vse od tradicionalne priprave fermentirane hrane do 
sodobnih prehranskih dopolnil s probiotiki. Prav zaradi tega so tudi privlačna alternativa za 
uporabo v farmaciji, in sicer kot varne celične tovarne za pridobivanje in dostavo kompleksnih 
bioloških terapevtikov (38). Za ta način njihove uporabe je nujna uporaba tehnologije 
rekombinante DNA, ki je v zadnjih nekaj desetletjih močno napredovala. Osnova za genski 
inženiring na kateremkoli področju je velik nabor razpoložljivih metod za gensko spreminjanje. 
Nove metode spreminjanja genskega materiala so bile večinoma razvite oz.prilagojene za 
bakterije Escherichia coli. Naš cilj pa je bil uvesti sistem BglBrick za združevanje genov v 
mlečnokislinskih bakterijah Lactococcus lactis, s čimer bi povečali možnosti izbire metod za 
gensko spreminjanje tovrstnih mikroorganizmov. 
Klasična kasetna mutageneza je najpogosteje uporabljanana metoda molekulskega kloniranja 
pri genskem inženirstvu MKB. Z uporabo dveh restrikcijskih endonukleaz (npr. BamHI/EcoRI 
ali XmaI/EcoRI) lahko vstavimo gene v poliklonska mesta ekspresijskih vektorskih plazmidov 
MKB in tako omogočimo izražanje želenih proteinov (39, 40). Razviliso tudi učinkovit sistem, 
ki temelji na fagni homologni rekombinaciji in uporablja kratka zaporedja enoverižne DNA 
(okoli 50 bp) za mestno-specifično mutagenezo genoma MKB. To metodo so uspešno uporabili 
za uvajanje kromosomskih mutacij v bakterije Lactobacillus reuteri (5-odstotna uspešnost) in 
L. lactis (enoodstotna uspešnost) (3). Prav tako so že uspešno prilagodili tudi sistem 
CRISPR/Cas9 za uporabo v MKB, in sicer predvsem za izboljšanje učinkovitosti metod za 
spreminjanje genskega materiala (41, 3). Sistem BglBrick temelji na osnovni kasetni 
mutagenezi, a bi s svojo sposobnostjo ponovljivih restrikcij in ligacij lahko omogočal olajšano 
sestavljanje kaset in izražanje več proteinov hkrati v L. lactis. 
Sistem BglBrick za združevanje genov so razvili, kot večino novih metod, za bakterijo 
Escherichia coli. Prvi plazmid BglBrick je vseboval kaseto EcoRI-BglII-BglBrick segment-
BamHI-XhoI (23). Sistem so od takrat večinoma uporabljali za združevanje genov na 
popolnoma enak način, kot so ga prvotno opisali Anderson in sodelavci (42, 43, 44). Edini 
mikroorganizem, za katerega so na novo uvedli sistem BglBrick, je bakterija Burkholderia 
sacchari, in sicer zaradi pomanjkanja molekulskih orodij, ki so pomembna za njeno uporabo 
na industrijski ravni (45). Uporabe tovrstnega kloniranja po našem vedenju še niso opisali  pri 
MKB. Plazmid BglBrick smo pripravili iz plazmida pNZ8148, z uporabo metode PCR, pri 
kateri smo z oligonukleotidnimi začetniki v zaporedje DNA plazmida uvedli štiri nova 
Ključevšek T. Uvedba sistema BglBrick za združevanje genov v mlečnokislinskih … L. lactis 
Magistrska naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo 
52 
 
restrikcijska mesta. Po združitvi segmenta BglBrick in vektorja BglBrick je nastal nov plazmid 
BglBrick, ki smo ga poimenovali pNBBX. Ta vsebuje kaseto NheI-BglII-segment BglBrick-
BclI-XhoI in se od prvotnega plazmida BglBrick razlikuje v dveh restrikcijskih mestih. 
Pomembna je predvsem zamenjava restrikcijskega mesta BamHI (GGATCC) za restrikcijsko 
mesto BclI (TGATCA). Andersonova definicija sistema BglBrick ne zapoveduje uporabe 
resktriktaze BamHI, pač pa le opisuje sestavo segmenta in vektorja BglBrick. Z uvedbo 
restrikcijskega mesta za BclI smo, strogo gledano, plazmid načrtovali tako, da ne ustreza 
popolnoma definiciji standarda. Zaporedje segmenta pNBBX se namreč na 3' koncu ne konča 
z G ampak s T, zaporedje vektorja pNBBX pa se na 5' koncu konča z GATCA namesto z 
GATCC. Kljub temu smo se odločili, da bomo sistem poimenovali BglBrick, saj v svoji osnovi 
ustreza principu združevanja tega standarda. Ohranili smo restrikcijsko mesto BglII, po kateri 
je metoda tudi dobila ime. Pri restrikciji dveh segmentov BglBrick nastaneta lepljiva konca z 
zaporedjem GATC, ki omogočata združitev segmentov z nastankom brazgotine. Lepljiva konca 
sta enaka tistima, ki nastaneta pri restrikciji plazmidov BglBrick in natanko ustrezata definiciji. 
Sestavljeni plazmidi BglBrick pa se razlikujejo v nastali brazgotini. Brazgotina, ki je dolga 6 
bp naj bi bila sestavljena iz zaporedja GGATCT, ki kodira aminokislini glicin-serin. Ti veljata 
za neproblematični, v kolikor se skupaj sestavljajo zaporedja za izražanje fuzijskih proteinov, 
kar je glavna prednost sistema pred standardom BioBrick. V sestavljenem plazmidu pNBBX 
pa brazgotino predstavlja zaporedje baz TGATCT, kar kodira kodon stop in aminokislino serin. 
Naš sistem za združevanje genov zato ni primeren za sestavljanje genov za fuzijske proteine, 
pač pa za ekspresijo proteina potrebuje celoten operon gena, ki smo ga tudi vstavili v plazmid 
pNBBX. 
Za preverjanje izražanja proteinov s plazmidom pNBBX smo izbrali tri modelne proteine: 
infrardeči fluorescentni protein (iRFP), luciferazo NanoLucTM (NLuc) in afinitetno telo za 
receptor človeškega epidermalnega rastnega dejavnika 2 (Her2-flag). Vsi trije izbrani proteini 
imajo pomembno vlogo v raziskavah in razvoju novih rekombinantnih MKB. Proteina iRFP in 
NLuc uporabljamo za neinvazivno slikanje prostorske in časovne razporeditve bakterij in vivo, 
v živih živalih. Z njuno uporabo lahko tako pridobimo podatke o razširjanju bakterij po telesu 
živali v realnem času, kar omogoča racionalnejšo uporabo testnih živali (manjše število). V 
večini študij za spremljanje in vivo uporabljajo bioluminiscenco, za kar pa je potrebno izražanje 
encima luciferaze (npr. NLuc). Alternativo predstavlja izražanje fluorescentnih proteinov (npr. 
iRPF) (46, 3). Afinitetna telesa lahko uporabljamo za diagnostiko, v terapevtske namene in pri 
nekaterih specifičnih metodah (npr. afinitetna kromatografija) (47). Afinitetno telo Her2-flag, 
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ki bi ga izražale MKB, bi tako lahko uporabljali za diagnostiko Her-2 pozitivnih rakavih obolenj 
GIT (slikanje in vivo). Gene za izbrane modelne proteine smo uspešno vstavili v lineariziran 
plazmid pGEM-T Easy, soočasno pa dodali še restrikcijska mesta NheI, BglII, BclI in XhoI za 
njihovo enostavno vstavljanje v plazmid pNBBX. 
V plazmid pNBBX smo gene za omenjene modelne proteine vstavili s klasičnim kasetnim 
kloniranjem. Plazmide pGEM z vstavljenimi geni smo razrezali z restrikcijskima 
endonuklezama XhoI in NheI ter vsak celoten gen vstavili v na enak način razrezan plazmid 
pNBBX. Proteine smo z dodatkom nizina izrazili v bakteriji L. lactis in nato preverili njihovo 
prisotnost. Uspešno smo potrdili prisotnost proteina iRFP, izraženega v prisotnosti biliverdina, 
z merjenjem fluorescence. Z merjenjem luminiscence pri pretvorbi furimazina v furimamid smo 
prav tako uspešno potrdili izražanje proteina NLuc, ki katalizira omenjeno reakcijo. Prisotnost 
proteina Her2-flag na površini L. lactis smo potrdili s pretočno citometrijo, ob uporabi 
specifičnih primarnih protiteles proti oznaki Flag na proteinu ter fluorecenčno označenih 
sekundarnih protitele, pri čemer smo izmerili zelo nizek signal. Možna vzroka za nizek signal 
bi lahko bila manj uspešno sidranje proteina na površino celic ali pa slabša detekcija proteinov 
s protitelesi zaradi konformacijskega zakrivanja peptida Flag. Analizirali smo tudi sestavine 
celičnih lizatov po njihovi ločbi z elektroforezo NaDS PAGE. Na poliakrilamidnem gelu, 
obarvanem z barvilom Coomassie Briliant Blue, so bili vidni vsi trije modelni proteini, kar 
dodatno potrjuje uspešnost njihovega izražanja. Izvedli smo tudi prenos western z uporabo 
specifičnih protiteles proti peptidu Flag in potrdili prisotnost proteina Her2-flag v lizatu 
bakterij. Ker pri tej metodi potrjujemo prisotnost denaturiranih proteinov, ta rezultat dodatno 
nakazuje, da bi bila lahko vzroka za slabo detekcijo proteina Her2-flag s pretočno citometrijo 
bodisi njegova neugodna konformacija ali pa omejena prisotnost na površini bakterije. 
Uspešno uporabo kloniranja BglBrick so opisali za združevanje različnih delov ekspresijskih 
vektorjev. Anderson in sodelavci so s principom kloniranja BglBrick združili različne sestavne 
dele operona. Pripravili so knjižnico operonov, ki so jih sestavili iz konstituitivnega promotorja 
Tet, knjižnice ribosomskih vezavnih mest in gena za β-galaktozidazo, s čimer so identificirali 
ribosomsko vezavno mesto z največjo sposobnostjo izražanja encima. Prav tako jim je uspelo 
združiti zaporedja DNA za izražanje fuzijskih proteinov, ki so jih načrtovali kot vabo in plen. 
Z vezavo izraženih fuzijskih proteinov so potrdili njihovo pravilno zvitje, in to kljub vmesni 
brazgotini glicin-serin (23). S kloniranjem BglBrick so tudi Goldman in sodelavci sestavili gen 
za fuzijsko nanotelo proti proteinu ovojnice virusa Denge (43). Tudi mi smo poskusili z uporabo 
kloniranja BglBrick združiti dve genski kaseti za modelna proteina v istem plazmidu pNBBX. 
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Izvedli smo sestavljanje genov navzdol po verigi DNA. Plazmid pGEM smo razrezali z 
restriktazama BglII in XhoI, plazmid pNBBX pa z BclI in XhoI. Pri ligaciji naj bi nastala 
brazgotina med genoma. Iz rezultatov analiz z AGE in določanjem nukleotidnega zaporedja 
smo ugotovili, da so bili naši poskusi neuspešni. Elektroferogrami, ki so jih za nas pripravili pri 
podjetju Genomics, so vsebovli več nepravilnosti. Prisotnih je bilo več sočasnih signalov, od 
katerih so bili nekateri nepravilno razporejeni ali pa zelo šibki. Obstaja več možnih razlogov za 
neuspešno izvedene poskuse. Najverjetnejši je kontaminacija plazmidov, ki smo jih uporabili 
za združevanje genov. Drugi teoretični razlogi pa bi lahko bili: kontaminacija oligonukleotidnih 
začetnikov, ki smo jih uporabili za sekvenciranje, slaba kakovost ali prenizke koncentracije 
plazmidov oziroma oligonukleotidnih začetnikov ali pa nepravilno načrtovani oligonukleotidi, 
ki so morda prijemali na več mestih plazmida. Zato smo ponovno preverili načrtovanje 
oligonukleotidnih začetnikov in pri tem nedvoumno potrdili njihovo ustreznost. Na osnovi 
naših izsledkov lahko sklepamo, da smo gene po principu združevanja BglBrick sicer uspešno 
sestavili, vendar pa najverjetneje zaradi kontaminacije sicer uspešno sestavljenih plazmidov 
nismo mogli izolirati. Do kontaminacije plazmidov je najverjetneje prišlo pri njihovi izolaciji 
iz prekonočnih kultur. V nadaljevanju bi zato morali s postopnim preverjanjem ugotoviti, ali so 
bili kontaminirani izolirani plazmidi ali pa kateri od uporabljenih reagentov. Za dokončno 
potrditev uspešno zastavljenega plazmida BglBrick bo potrebno sestaviti več genskih kaset v 
istem plazmidu in nato izraziti v njih zapisane proteine. 
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6. Sklepi 
 Na osnovi plazmida pNZ8148 smo uspešno pripravili plazmid BglBrick pNBBX, ki 
vsebuje kaseto NheI-BglII-gen-BclI-XhoI in je namenjen izražanju proteinov v bakteriji 
L. lactis. 
 V plazmid pNBBX smo nato vstavili tri modelne proteine, ki jih uporabljamo v 
raziskovalne namene na področju rekombinantnih probiotikov, pri čemer se bodisi 
nahajajo v citoplazmi celice ali pa so predstavljeni na njeni površini, ter potrdili 
uspešjnost njihovega izražanje v/na bakteriji L. lactis. 
 Ni nam uspelo pripraviti plazmidov pNBBX z večgenskimi kasetami po principu, ki ga 
predvideva sistem za združevanje genov BglBrick. 
 Za dokončno potrditev delovanja sistema BglBrick bo v prihodnje potrebno pripraviti 
sestavljen plazmid pNBBX in preveriti uspešnost sočasnega izražanja več proteinov. 
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8. Priloge 
Seznam nukleotidnih zaporedij operonov sestavljenih plazmidov in analiz z aplikacijo Clustal 
Omega: 
pNBBX: 
pNZ8148_BglBrick      ATGCCGACTGTACTTTTTACAGTCGGTTTTCTAATGTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 60 
60AA25                ------------------------------------TCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 24 
60AA23                -----------------------------------GTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 25 
60AA24                --------------------------------------ACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 22 
                                                            ********************** 
 
pNZ8148_BglBrick      AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 120 
60AA25                AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 84 
60AA23                AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 85 
60AA24                AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 82 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 180 
60AA25                GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 144 
60AA23                GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 145 
60AA24                GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 142 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 240 
60AA25                TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 204 
60AA23                TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 205 
60AA24                TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 202 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGGTA 300 
60AA25                ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGGTA 264 
60AA23                ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGGTA 265 
60AA24                ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGGTA 262 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      CTGCAGGCATGCGGTACCACTAGTTCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAG 360 
60AA25                CTGCAGGCATGCGGTACCACTAGTTCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAG 324 
60AA23                CTGCAGGCATGCGGTACCACTAGTTCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAG 325 
60AA24                CTGCAGGCATGCGGTACCACTAGTTCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAG 322 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      AAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTG 420 
60AA25                AAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTG 384 
60AA23                AAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTG 385 
60AA24                AAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTG 382 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      CTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAAT 480 
60AA25                CTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAAT 444 
60AA23                CTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAAT 445 
60AA24                CTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAAT 442 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      TGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGT 540 
60AA25                TGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGT 504 
60AA23                TGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGT 505 
60AA24                TGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGT 502 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      TTGATTTCGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCG 600 
60AA25                TTGATTTCGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCG 564 
60AA23                TTGATTTCGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCG 565 
60AA24                TTGATTTCGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCG 562 
                      ************************************************************ 
 
pNZ8148_BglBrick      TTTAGTTATCGGCATAATCGTTTGATCAATATCTCGAGAAAACAGGCGTTATCGTAGCGT 660 
60AA25                TTTAGTTATCGGCATAATCGTTTGATCAATATCTCGAGAAAACAGGCGTTATCGTAGCGT 624 
60AA23                TTTAGTTATCGGCATAATCGTTTGATCAATATCTCGAGAAAACAGGCGTTATCGTAGCGT 625 
60AA24                TTTAGTTATCGGCATAATCGTTTGATCAATATCTCGAGAAAACAGGCGTTATCGTAGCGT 622 
                      ************************************************************ 
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pNZ8148_BglBrick      AAAAGCCCTTGAGCGTAGCGT-GCTTTGCAGCGAAGATGTTGTCTGTTAGATTATGAAAG 719 
60AA25                AAAAGCCCTTGAGCGTAGCGTGGCTTTGCAGCGAAGATGTTGTCTGTTAGATTATGAAAG 684 
60AA23                AAAAGCCCTTGAGCGTAGCGTGGCTTTGCAGCGAAGATGTTGTCTGTTAGATTATGAAAG 685 
60AA24                AAAAGCCCTTGAGCGTAGCGTGGCTTTGCAGCGAAGATGTTGTCTGTTAGATTATGAAAG 682 
                      ********************* ************************************** 
 
pNZ8148_BglBrick      CCGATGACTGAATGAAA------------------------------------------- 736 
60AA25                CCGATGACTGAATGAAATAATAAGCGCAGCGTCCTTCTATTTCGGTTGGAGGAGGCTCAA 744 
60AA23                CCGATGACTGAATGAAATAATAAGCGCAGCGTCCTTCTATTTCGGTTGGAGGAGGCTCAA 745 
60AA24                CCGATGACTGAATGAAATAATAAGCGCAGCGTCCTTCTATTTCGGTTGGAGGAGGCTCAA 742 
                      *****************                                            
 
pGEM-iRFP: 
PnisIRFP      ----AGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAAT 56 
61JD89        GATTAGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAAT 118 
61JD84        GATTAGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAAT 118 
61JD86        GATTAGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAAT 120 
                  ******************************************************** 
 
PnisIRFP      CTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACG 116 
61JD89        CTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACG 178 
61JD84        CTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACG 178 
61JD86        CTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACG 180 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      CGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTC 176 
61JD89        CGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTC 238 
61JD84        CGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATCTCGTTC 238 
61JD86        CGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTC 240 
              ***************************************************** ****** 
 
PnisIRFP      GAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTGAGGGATCTGTAGCTC 236 
61JD89        GAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTGAGGGATCTGTAGCTC 298 
61JD84        GAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTGAGGGATCTGTAGCTC 298 
61JD86        GAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTGAGGGATCTGTAGCTC 300 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      GTCAACCTGATTTACTTACTTGTGACGATGAACCTATTCATATTCCAGGTGCTATTCAAC 296 
61JD89        GTCAACCTGATTTACTTACTTGTGACGATGAACCTATTCATATTCCAGGTGCTATTCAAC 358 
61JD84        GTCAACCTGATTTACTTACTTGTGACGATGAACCTATTCATATTCCAGGTGCTATTCAAC 358 
61JD86        GTCAACCTGATTTACTTACTTGTGACGATGAACCTATTCATATTCCAGGTGCTATTCAAC 360 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      CACACGGACTTTTATTAGCTCTTGCCGCTGACATGACTATCGTCGCTGGATCAGATAATT 356 
61JD89        CACACGGACTTTTATTAGCTCTTGCCGCTGACATGACTATCGTCGCTGGATCAGATAATT 418 
61JD84        CACACGGACTTTTATTAGCTCTTGCCGCTGACATGACTATCGTCGCTGGATCAGATAATT 418 
61JD86        CACACGGACTTTTATTAGCTCTTGCCGCTGACATGACTATCGTCGCTGGATCAGATAATT 420 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      TACCTGAATTGACTGGTTTAGCAATTGGAGCCCTTATTGGACGATCAGCAGCAGATGTTT 416 
61JD89        TACCTGAATTGACTGGTTTAGCAATTGGAGCCCTTATTGGACGATCAGCAGCAGATGTTT 478 
61JD84        TACCTGAATTGACTGGTTTAGCAATTGGAGCCCTTATTGGACGATCAGCAGCAGATGTTT 478 
61JD86        TACCTGAATTGACTGGTTTAGCAATTGGAGCCCTTATTGGACGATCAGCAGCAGATGTTT 480 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      TTGATTCAGAAACTCATAATCGTCTTACTATTGCATTGGCAGAACCTGGTGCTGCAGTAG 476 
61JD89        TTGATTCAGAAACTCATAATCGTCTTACTATTGCATTGGCAGAACCTGGTGCTGCAGTAG 538 
61JD84        TTGATTCAGAAACTCATAATCGTCTTACTATTGCATTGGCAGAACCTGGTGCTGCAGTAG 538 
61JD86        TTGATTCAGAAACTCATAATCGTCTTACTATTGCATTGGCAGAACCTGGTGCTGCAGTAG 540 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      GTGCTCCTATTACAGTAGGTTTCACTATGCGTAAGGATGCTGGTTTTATTGGTTCTTGGC 536 
61JD89        GTGCTCCTATTACAGTAGGTTTCACTATGCGTAAGGATGCTGGTTTTATTGGTTCTTGGC 598 
61JD84        GTGCTCCTATTACAGTAGGTTTCACTATGCGTAAGGATGCTGGTTTTATTGGTTCTTGGC 598 
61JD86        GTGCTCCTATTACAGTAGGTTTCACTATGCGTAAGGATGCTGGTTTTATTGGTTCTTGGC 600 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      ATCGTCATGATCAACTTATTTTTTTAGAGTTGGAACCACCACAAAGAGACGTTGCAGAGC 596 
61JD89        ATCGTCATGATCAACTTATTTTTTTAGAGTTGGAACCACCACAAAGAGACGTTGCAGAGC 658 
61JD84        ATCGTCATGATCAACTTATTTTTTTAGAGTTGGAACCACCACAAAGAGACGTTGCAGAGC 658 
61JD86        ATCGTCATGATCAACTTATTTTTTTAGAGTTGGAACCACCACAAAGAGACGTTGCAGAGC 660 
 
              ************************************************************ 
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PnisIRFP      CTCAAGCTTTTTTTCGTCGTACTAATTCAGCAATTCGTAGACTTCAAGCTGCTGAAACTC 656 
61JD89        CTCAAGCTTTTTTTCGTCGTACTAATTCAGCAATTCGTAGACTTCAAGCTGCTGAAACTC 718 
61JD84        CTCAAGCTTTTTTTCGTCGTACTAATTCAGCAATTCGTAGACTTCAAGCTGCTGAAACTC 718 
61JD86        CTCAAGCTTTTTTTCGTCGTACTAATTCAGCAATTCGTAGACTTCAAGCTGCTGAAACTC 720 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      TTGAATCTGCATGTGCAGCAGCAGCACAAGAGGTACGAAAAATTACAGGTTTTGATAGAG 716 
61JD89        TTGAATCTGCATGTGCAGCAGCAGCACAAGAGGTACGAAAAATTACAGGTTTTGATAGAG 778 
61JD84        TTGAATCTGCATGTGCAGCAGCAGCACAAGAGGTACGAAAAATTACAGGTTTTGATAGAG 778 
61JD86        TTGAATCTGCATGTGCAGCAGCAGCACAAGAGGTACGAAAAATTACAGGTTTTGATAGAG 780 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      TTATGATTTACAGATTTGCCTCAGACTTTTCTGGTGAAGTAATCGCAGAGGATAGATGTG 776 
61JD89        TTATGATTTACAGATTTGCCTCAGACTTTTCTGGTGAAGTAATCGCAGAGGATAGATGCG 838 
61JD84        TTATGATTTACAGATTTGCCTCAGACTTTTCTGGTGAAGTAATCGCAGAGGATAGATGTG 838 
61JD86        TTATGATTTACAGATTTGCCTCAGACTTTTCTGGTGAAGTAATCGCAGAGGATAGATGTG 840 
              ********************************************************** * 
 
PnisIRFP      CCGAGGTTGAAAGTAAATTGGGATTGCATTATCCTGCCAGTACTGTTCCAGCCCAAGCAC 836 
61JD89        CCGAGGTTGAAAGTAAATTGGGATTGCATTATCCTGCCAGTACTGTTCCAGCCCAAGCAC 898 
61JD84        CCGAGGTTGAAAGTAAATTGGGATTGCATTATCCTGCCAGTACTGTTCCAGCCCAAGCAC 898 
61JD86        CCGAGGTTGAAAGTAAATTGGGATTGCATTATCCTGCCAGTACTGTTCCAGCCCAAGCAC 900 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      GTCGTCTTTATACTATTAATCCTGTTAGAATTATCCCAGATATTAATTATCGACCAGTTC 896 
61JD89        GTCGTCTTTATACTATTAATCCTGTTAGAATTATCCCAGATATTAATTATCGACCAGTTC 958 
61JD84        GTCGTCTTTATACTATTAATCCTGTTAGAATTATCCCAGATATTAATTATCGACCAGTTC 958 
61JD86        GTCGTCTTTATACTATTAATCCTGTTAGAATTATCCCAGATATTAATTATCGACCAGTTC 960 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      CAGTTACTCCTGACTTAAATCCTGTAACTGGTAGACCTATTGACTTGTCATTTGCCATCT 956 
61JD89        CAGTTACTCCTGACTTAAATCCTGTAACTGGTAGACCTATTGACTTGTCATTTGCCATCT 1018 
61JD84        CAGTTACTCCTGACTTAAATCCTGTAACTGGTAGACCTATTGACTTGTCATTTGCCATCT 1018 
61JD86        CAGTTACTCCTGACTTAAATCCTGTAACTGGTAGACCTATTGACTTGTCATTTGCCATCT 1020 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      TACGATCTGTTTCACCTGTTCATTTAGAGTTTATGCGTAATATTGGTATGCATGGTACTA 1016 
61JD89        TACGATCTGTTTCACCTGTTCATTTAGAGTTTATGCGTAATATTGGTATGCATGGTACTA 1078 
61JD84        TACGATCTGTTTCACCTGTTCATTTAGAGTTTATGCGTAATATTGGTATGCATGGTACTA 1078 
61JD86        TACGATCTGTTTCACCTGTTCATTTAGAGTTTATGCGTAATATTGGTATGCATGGTACTA 1080 
              ************************************************************ 
 
PnisIRFP      TGTCTATCTCAATCCTTCGAGGAGAACGTTTATGG-GGACTTATTGTTTGTCATCATAGA 1075 
61JD89        TGTCTATCTCAATCCTTCGAGGAGAACGTTTATGGGGGACTTATTGTTTGTCATCATAGA 1138 
61JD84        TGTCTATCTCAATCCTTCGAGGAGAACGTTTATGG-GGACTTATTGTTTGTCATCATAGA 1137 
61JD86        TGTCTATCTCAATCCTTCGAGGAGAACGTTTATGGGGGACTTATTGTTTGTCATCATAGA 1140 
              *********************************** ************************ 
 
PnisIRFP      ACACCTTATTATGTCGATTTAGATGGACGTCAAGCTTGTGAATTAGTTGCTCAAGTCTTG 1135 
61JD89        ACACCTTATTATGTCGATTTAGATGGACGTCAAGCTTGGGAATTA--------------- 1183 
61JD84        A----------------------------------------------------------- 1138 
61JD86        AC---------------------------------------------------------- 1142 
 
pGEM-NLuc: 
PnisNluc       AGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAAT-CTA 59 
61JE49_RC      -----------------------------TTACTGCCAATGGAAACATTAACAAATTTTA 31 
                                            :*****.****.***************  ** 
 
PnisNluc       AAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGCGA 119 
61JE49_RC      AAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGCGA 91 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       GCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCGAA 179 
61JE49_RC      GCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCGAA 151 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       GGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGTATTTACCCTTGAAGATTTTG 239 
61JE49_RC      GGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGTATTTACCCTTGAAGATTTTG 211 
               ************************************************************ 
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PnisNluc       TGGGCGATTGGCGTCAAACCGCCGGATATAATTTGGACCAAGTTTTAGAACAAGGAGGAG 299 
61JE49_RC      TGGGCGATTGGCGTCAAACCGCCGGATATAATTTGGACCAAGTTTTAGAACAAGGAGGAG 271 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       TAAGTTCCTTGTTTCAAAATCTTGGAGTTTCTGTAACACCTATTCAGCGTATTGTATTGT 359 
61JE49_RC      TAAGTTCCTTGTTTCAAAATCTTGGAGTTTCTGTAACACCTATTCAGCGTATTGTATTGT 331 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       CAGGTGAAAATGGATTGAAGATAGATATCCACGTCATTATTCCTTATGAGGGTCTTTCCG 419 
61JE49_RC      CAGGTGAAAATGGATTGAAGATAGATATCCACGTCATTATTCCTTATGAGGGTCTTTCCG 391 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       GTGACCAAATGGGACAAATCGAAAAAATTTTCAAAGTAGTTTATCCTGTTGATGACCATC 479 
61JE49_RC      GTGACCAAATGGGACAAATCGAAAAAATTTTCAAAGTAGTTTATCCTGTTGATGACCATC 451 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       ATTTCAAAGTGATTCTACATTATGGTACTCTGGTCATTGATGGCGTTACTCCAAATATGA 539 
61JE49_RC      ATTTCAAAGTGATTCTACATTATGGTACTCTGGTCATTGATGGCGTTACTCCAAATATGA 511 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       TTGACTATTTTGGACGACCTTATGAAGGCATAGCGGTATTCGATGGAAAAAAAATTACTG 599 
61JE49_RC      TTGACTATTTTGGACGACCTTATGAAGGCATAGCGGTATTCGATGGAAAAAAAATTACTG 571 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       TTACGGGAACTCTTTGGAACGGTAATAAGATTATTGACGAACGCCTGATTAATCCTGATG 659 
61JE49_RC      TTACGGGAACTCTTTGGAACGGTAATAAGATTATTGACGAACGCCTGATTAATCCTGATG 631 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       GTTCGCTTCTTTTTCGTGTTACTATTAATGGTGTCACTGGTTGGCGATTATGCGAAAGAA 719 
61JE49_RC      GTTCGCTTCTTTTTCGTGTTACTATTAATGGTGTCACTGGTTGGCGATTATGCGAAAGAA 691 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       TCTTGGCTTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAACCAAGGCTT 779 
61JE49_RC      TCTTGGCTTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAACCAAGGCTT 751 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       GAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTGCTTTGATTGATAG 839 
61JE49_RC      GAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACGTGTTGCTTTGATTGATAG 811 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       CCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAATTGTAATTTATAAA 899 
61JE49_RC      CCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGAAAAATTGTAATTTATAAA 871 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       TAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGTTTGATTTCGCTTT 959 
61JE49_RC      TAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTATTCGTTTGATTTCGCTTT 931 
               ************************************************************ 
 
PnisNluc       CGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCGTTTAGTTATCGGC 1019 
61JE49_RC      CGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTATTTCGTTTAGTTATCGGC 991 
               ************************************************************ 
 
pGEM-Her2-flag:                 
PnisHER2      ---AGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAATC 57 
61JD45        A-TAGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAATC 118 
61JD41        ATTAGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAATC 120 
61JD43        ATTAGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATAGAAACATTAACAAATC 119 
                 ********************************************************* 
 
PnisHER2      TAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGC 117 
61JD45        TAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGC 178 
61JD41        TAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGC 180 
61JD43        TAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATATTATTGTCGATAACGC 179 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      GAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCG 177 
61JD45        GAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCG 238 
61JD41        GAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCG 240 
61JD43        GAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCG 239 
              ************************************************************ 
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PnisHER2      AAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAAAAGATTATCTC 237 
61JD45        AAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAAAAGATTATCTC 298 
61JD41        AAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAAAAGATTATCTC 300 
61JD43        AAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTAAAAAAAAGATTATCTC 299 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      AGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGC 297 
61JD45        AGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGC 358 
61JD41        AGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGC 360 
61JD43        AGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGC 359 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      TGATTATAAAGACGACGATGATAAAGGATCCGTTGATGCAAAATATGCTAAAGAAATGAG 357 
61JD45        TGATTATAAAGACGACGATGATAAAGGATCCGTTGATGCAAAATATGCTAAAGAAATGAG 418 
61JD41        TGATTATAAAGACGACGATGATAAAGGATCCGTTGATGCAAAATATGCTAAAGAAATGAG 420 
61JD43        TGATTATAAAGACGACGATGATAAAGGATCCGTTGATGCAAAATATGCTAAAGAAATGAG 419 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      AAATGCTTATTGGGAAATTGCTCTTCTTCCAAACTTGACGAATCAACAAAAGCGCGCCTT 417 
61JD45        AAATGCTTATTGGGAAATTGCTCTTCTTCCAAACTTGACGAATCAACAAAAGCGCGCCTT 478 
61JD41        AAATGCTTATTGGGAAATTGCTCTTCTTCCAAACTTGACGAATCAACAAAAGCGCGCCTT 480 
61JD43        AAATGCTTATTGGGAAATTGCTCTTCTTCCAAACTTGACAAATCAACAAAAGCGCGCCTT 479 
              ***************************************.******************** 
 
PnisHER2      TATTCGAAAATTATATGATGATCCTTCTCAATCATCTGAACTTCTTAGTGAAGCAAAAAA 477 
61JD45        TATTCGAAAATTATATGATGATCCTTCTCAATCATCTGAACTTCTTAGTGAAGCAAAAAA 538 
61JD41        TATTCGAAAATTATATGATGATCCTTCTCAATCATCTGAACTTCTTAGTGAAGCAAAAAA 540 
61JD43        TATTCGAAAATTATATGATGATCCTTCTCAATCATCTGAACTTCTTAGTGAAGCAAAAAA 539 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      GTTGAACGATTCTCAAGCTCCAAAAGAATTCTCTGGTGGCTCGACAACCACAATTACGAA 537 
61JD45        GTTGAACGATTCTCAAGCTCCAAAAGAATTCTCTGGTGGCTCGACAACCACAATTACGAA 598 
61JD41        GTTGAACGATTCTCAAGCTCCAAAAGAATTCTCTGGTGGCTCGACAACCACAATTACGAA 600 
61JD43        GTTGAACGATTCTCAAGCTCCAAAAGAATTCTCTGGTGGCTCGACAACCACAATTACGAA 599 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      TAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCTGGTGATACTCT 597 
61JD45        TAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCTGGTGATACTCT 658 
61JD41        TAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCTGGTGATACTCT 660 
61JD43        TAATAATTCTGGAGCCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCAAATCTGGTGATACTCT 659 
              *************.********************************************** 
 
PnisHER2      TTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTCAAAGTGCGAATAATCT 657 
61JD45        TTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTCAAAGTGCGAATAATCT 718 
61JD41        TTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTCAAAGTGCGAATAATCT 720 
61JD43        TTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTCAAAGTGCGAATAATCT 719 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      TAAAAGTACCATTATCTACATTGGTCAAAAACTTGTACTGACAGGTTCAGCTTCTTCTAC 717 
61JD45        TAAAAGTACCATTATCTACATTGGTCAAAAACTTGTACTGACAGGTTCAGCTTCTTCTAC 778 
61JD41        TAAAAGTACCATTATCTACATTGGTCAAAAACTTGTACTGACAGGTTCAGCTTCTTCTAC 780 
61JD43        TAAAAGTACCATTATCTACATTGGTCAAAAACTTGTACTGACAGGTTCAGCTTCTTCTAC 779 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      AAATTCAGGTGGTTCAAACAATTCCGCAAGCACTACTCCAACCACTTCTGTGACACCTGC 777 
61JD45        AAATTCAGGTGGTTCAAACAATTCCGCGAGCACTACTCCAACCACTTCTGTGACACCTGC 838 
61JD41        AAATTCAGGTGGTTCAAACAATTCCGCAAGCACTACTCCAACCACTTCTGTGACACCTGC 840 
61JD43        AAATTCAGGTGGTTCAAACAATTCCGCAAGCACTACTCCAACCACTTCTGTGACACCTGC 839 
              ***************************.******************************** 
 
PnisHER2      AAAACCAACTTCACAAACAACTGTTAAGGTTAAATCCGGAGATACCCTTTGGGCGCTATC 837 
61JD45        AAAACCAACTTCACAAACAACTGTTAAGGTTAAATCCGGAGATACCCTTTGGGCGCTATC 898 
61JD41        AAAACCAACTTCACAAACAACTGTTAAGGTTAAATCCGGAGATACCCTTTGGGCGCTATC 900 
61JD43        AAAACCAACTTCACAAACAACTGTTAAGGTTAAATCCGGAGATACCCTTTGGGCGCTATC 899 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      AGTAAAATATAAAACTAGTATTGCTCAATTGAAAAGTTGGAATCATTTAAGTTCAGATAC 897 
61JD45        AGTAAAATATAAAACTAGTATTGCTCAATTGAAAAGTTGGAATCATTTAAGTTCAGATAC 958 
61JD41        AGTAAAATATAAAACTAGTATTGCTCAATTGAAAAGTTGGAATCATTTAAGTTCAGATAC 960 
61JD43        AGTAAAATATAAAACTAGTATTGCTCAATTGAAAAGTTGGAATCATTTAAGTTCAGATAC 959 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      CATTTATATTGGTCAAAATCTTATTGTTTCACAATCTGCTGCTGCTTCAAATCCTTCGAC 957 
61JD45        CATTTATATTGGTCAAAATCTTATTGTTTCACAATCTGCTGCTGCTTCAAATCCTTCGAC 1018 
61JD41        CATTTATATTGGTCAAAATCTTATTGTTTCACAATCTGCTGCTGCTTCAAATCCTTCGAC 1020 
61JD43        CATTTATATTGGTCAAAATCTTATTGTTTCACAATCTGCTGCTGCTTCAAATCCTTCGAC 1019 
              ************************************************************ 
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PnisHER2      AGGTTCAGGCTCAACTGCTACCAATAACTCAAACTCGACTTCTTCTAACTCAAATGCCTC 1017 
61JD45        AGGTTCAGGCTCAACTGCTACCAATAACTCAAACTCGACTTCTTCTAACTCAAATGCCTC 1078 
61JD41        AGGTTCAGGCTCAACTGCTACCAATAACTCAAACTCGACTTCTTCTAACTCAAATGCCTC 1080 
61JD43        AGGTTCAGGCTCAACTGCTACCAATAACTCAAACTCGACTTCTTCTAACTCAAATGCCTC 1079 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      AATTCATAAGGTCGTTAAAGGAGATACTCTCTGGGGACTTTCGCAAAAATCTGGCAGCCC 1077 
61JD45        AATTCATAAGGTCGTTAAAGGAGATACTCTCTGGGGACTTTCGCAAAAATCTGGCAGCCC 1138 
61JD41        AATTCATAAGGTCGTTAAAGGAGATACTCTCTGGGGACTTTCGCAA-AATCTGGCAGCCC 1139 
61JD43        AATTCATAAGGTCGTTAAAGGAGATACTCTCTGGGGACTTTCGCAAAAATCTGGCAGCCC 1139 
              ********************************************** ************* 
 
PnisHER2      AATTGCTTCAATCAAGGCTTGGAATCATTTATCTAGCGATACTATTTTAATTGGTCAGTA 1137 
61JD45        AATTGCTTCAATCAAGGCTTGGAATCATTTATCTAGCGATACTATTTTAATTGGTCAGTA 1198 
61JD41        AATTGCTTCAATCAAGGCTTGGAATCATTTATCTAGCGATACTATTTTAATTGGTCAGTA 1199 
61JD43        AATTGCTTCAATCAAGGCTTGGAATCATTTATCTAGCGATACTATTTTAATTGGTCAGTA 1199 
              ************************************************************ 
 
PnisHER2      TCTACGAATAAAATAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAAATTAGAAAACCAA 1197 
61JD45        TCTACGAATAAATA-ATCTAGAAA------------------------------------ 1221 
61JD41        TCTACGAATAAAT-AATCTAGAGAGCT--------------------------------- 1225 
61JD43        TCTACGAATAAAATAATCTAGAAA------------------------------------ 1223 
              ************:  *******.*                                     
pNBBX-iRFP: 
61JE04          -------------------GGGTTGGT--TTCAATGTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 39 
61JE03          -----------------------TGGTT---TTAATGTCCTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 34 
pNBBX-IRFP      ATGCCGACTGTACTTTTTACAGTCGGTTTTCTAATGTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 60 
                                        ***     :*:   .********************* 
 
61JE04          AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 99 
61JE03          AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 94 
pNBBX-IRFP      AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 120 
                ************************************************************ 
 
61JE04          GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 159 
61JE03          GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 154 
pNBBX-IRFP      GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 180 
                ************************************************************ 
 
61JE04          TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 219 
61JE03          TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 214 
pNBBX-IRFP      TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 240 
                ************************************************************ 
 
61JE04          ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTG 279 
61JE03          ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTG 274 
pNBBX-IRFP      ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTG 300 
                ************************************************************ 
 
61JE04          AGGGATCTGTAGCTCGTCAACCTGATTTACTTACTTGTGACGATGAACCTATTCATATTC 339 
61JE03          AGGGATCTGTAGCTCGTCAACCTGATTTACTTACTTGTGACGATGAACCTATTCATATTC 334 
pNBBX-IRFP      AGGGATCTGTAGCTCGTCAACCTGATTTACTTACTTGTGACGATGAACCTATTCATATTC 360 
                ************************************************************ 
 
61JE04          CAGGTGCTATTCAACCACACGGACTTTTATTAGCTCTTGCCGCTGACATGACTATCGTCG 399 
61JE03          CAGGTGCTATTCAACCACACGGACTTTTATTAGCTCTTGCCGCTGACATGACTATCGTCG 394 
pNBBX-IRFP      CAGGTGCTATTCAACCACACGGACTTTTATTAGCTCTTGCCGCTGACATGACTATCGTCG 420 
                ************************************************************ 
 
61JE04          CTGGATCAGATAATTTACCTGAATTGACTGGTTTAGCAATTGGAGCCCTTATTGGACGAT 459 
61JE03          CTGGATCAGATAATTTACCTGAATTGACTGGTTTAGCAATTGGAGCCCTTATTGGACGAT 454 
pNBBX-IRFP      CTGGATCAGATAATTTACCTGAATTGACTGGTTTAGCAATTGGAGCCCTTATTGGACGAT 480 
                ************************************************************ 
 
61JE04          CAGCAGCAGATGTTTTTGATTCAGAAACTCATAATCGTCTTACTATTGCATTGGCAGAAC 519 
61JE03          CAGCAGCAGATGTTTTTGATTCAGAAACTCATAATCGTCTTACTATTGCATTGGCAGAAC 514 
pNBBX-IRFP      CAGCAGCAGATGTTTTTGATTCAGAAACTCATAATCGTCTTACTATTGCATTGGCAGAAC 540 
                ************************************************************ 
 
61JE04          CTGGTGCTGCAGTAGGTGCTCCTATTACAGTAGGTTTCACTATGCGTAAGGATGCTGGTT 579 
61JE03          CTGGTGCTGCAGTAGGTGCTCCTATTACAGTAGGTTTCACTATGCGTAAGGATGCTGGTT 574 
pNBBX-IRFP      CTGGTGCTGCAGTAGGTGCTCCTATTACAGTAGGTTTCACTATGCGTAAGGATGCTGGTT 600 
                ************************************************************ 
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61JE04          TTATTGGTTCTTGGCATCGTCATGATCAACTTATTTTTTTAGAGTTGGAACCACCACAAA 639 
61JE03          TTATTGGTTCTTGGCATCGTCATGATCAACTTATTTTTTTAGAGTTGGAACCACCACAAA 634 
pNBBX-IRFP      TTATTGGTTCTTGGCATCGTCATGATCAACTTATTTTTTTAGAGTTGGAACCACCACAAA 660 
                ************************************************************ 
 
61JE04          GAGACGTTGCAGAGCCTCAAGCTTTTTTTCGTCGTACTAATTCAGCAATTCGTAGACTTC 699 
61JE03          GAGACGTTGCAGAGCCTCAAGCTTTTTTTCGTCGTACTAATTCAGCAATTCGTAGACTTC 694 
pNBBX-IRFP      GAGACGTTGCAGAGCCTCAAGCTTTTTTTCGTCGTACTAATTCAGCAATTCGTAGACTTC 720 
                ************************************************************ 
 
61JE04          AAGCTGCTGAAACTCTTGAATCTGCATGTGCAGCAGCAGCACAAGAGGTACGAAAAATTA 759 
61JE03          AAGCTGCTGAAACTCTTGAATCTGCATGTGCAGCAGCAGCACAAGAGGTACGAAAAATTA 754 
pNBBX-IRFP      AAGCTGCTGAAACTCTTGAATCTGCATGTGCAGCAGCAGCACAAGAGGTACGAAAAATTA 780 
                ************************************************************ 
 
61JE04          CAGGTTTTGATAGAGTTATGATTTACAGATTTGCCTCAGACTTTTCTGGTGAAGTAATCG 819 
61JE03          CAGGTTTTGATAGAGTTATGATTTACAGATTTGCCTCAGACTTTTCTGGTGAAGTAATCG 814 
pNBBX-IRFP      CAGGTTTTGATAGAGTTATGATTTACAGATTTGCCTCAGACTTTTCTGGTGAAGTAATCG 840 
                ************************************************************ 
 
61JE04          CAGAGGATAGATGTGCCGAGGTTGAAAGTAAATTGGGATTGCATTATCCTGCCAGTACTG 879 
61JE03          CAGAGGATAGATGTGCCGAGGTTGAAAGTAAATTGGGATTGCATTATCCTGCCAGTACTG 874 
pNBBX-IRFP      CAGAGGATAGATGTGCCGAGGTTGAAAGTAAATTGGGATTGCATTATCCTGCCAGTACTG 900 
                ************************************************************ 
 
61JE04          TTCCAGCCCAAGCACGTCGTCTTTATACTATTAATCCTGTTAGAATTATCCCAGATATTA 939 
61JE03          TTCCAGCCCAAGCACGTCGTCTTTATACTATTAATCCTGTTAGAATTATCCCAGATATTA 934 
pNBBX-IRFP      TTCCAGCCCAAGCACGTCGTCTTTATACTATTAATCCTGTTAGAATTATCCCAGATATTA 960 
                ************************************************************ 
 
61JE04          ATTATCGACCAGTTCCAGTTACTCCTGACTTAAATCCTGTAACTGGTAGACCTATTGACT 999 
61JE03          ATTATCGACCAGTTCCAGTTACTCCTGACTTAAATCCTGTAACTGGTAGACCTATTGACT 994 
pNBBX-IRFP      ATTATCGACCAGTTCCAGTTACTCCTGACTTAAATCCTGTAACTGGTAGACCTATTGACT 1020 
                ************************************************************ 
 
61JE04          TGTCATTTGCCATCTTACGATCTGTTTCACCTGTTCATTTAGAGTTTATGCGTAATATTG 1059 
61JE03          TGTCATTTGCCATCTTACGATCTGTTTCACCTGTTCATTTAGAGTTTATGCGTAATATTG 1054 
pNBBX-IRFP      TGTCATTTGCCATCTTACGATCTGTTTCACCTGTTCATTTAGAGTTTATGCGTAATATTG 1080 
                ************************************************************ 
 
61JE04          GTATGCATGGTACTATGTCTATCTCAATCCTTCGAGGAGAACGTTTATGGGGACTTATTG 1119 
61JE03          GTATGCATGGTACTATGTCTATCTCAATCCTTCGAGGAGAACGTTTATGGGGACTTATTG 1114 
pNBBX-IRFP      GTATGCATGGTACTATGTCTATCTCAATCCTTCGAGGAGAACGTTTATGGGGACTTATTG 1140 
                ************************************************************ 
 
61JE04          TTTGTCATCATAGAACACCTTATTATGTCGAATTTAGATGGACGTCAAGCTTGTGAATTA 1179 
61JE03          TTTGTCATCATAGAACACCTTATTATGTCGAT-TTAGATGGACGTCAAGCTTGTGAATTA 1173 
pNBBX-IRFP      TTTGTCATCATAGAACACCTTATTATGTCGAT-TTAGATGGACGTCAAGCTTGTGAATTA 1199 
                *******************************: *************************** 
 
61JE04          GTTGCTCAAGTCTTGGCTTGGCAAATTGGTGGTAATGGAGAAATAAATCTAAAGAAGCTC 1239 
61JE03          ATTGCTCAAGTCTTGGCTTGGCAAATTGGTGGAA-------------------------- 1207 
pNBBX-IRFP      GTTGCTCAAGTCTTGGCTTGGCAAATTGGTGTAATGGAAGAATA--ATCT-AGAGAGCTC 1256 
                .****************************** :*                           
pNBBX-NLuc: 
pNBBX-Nluc      ATGCCGACTGTACTTTTTACAGTCGGTTTTCTAATGTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 60 
61JE07          ---------------------GATTGGTTT-CAATGTC-CTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 37 
61JE08          -----------------------CTGGTTT-CAATGTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 36 
                                         * ***  ****** ********************* 
 
pNBBX-Nluc      AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 120 
61JE07          AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 97 
61JE08          AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 96 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 180 
61JE07          GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 157 
61JE08          GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 156 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 240 
61JE07          TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 217 
61JE08          TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 216 
                ************************************************************ 
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pNBBX-Nluc      ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGTAT 300 
61JE07          ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGTAT 277 
61JE08          ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGTAT 276 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      TTACCCTTGAAGATTTTGTGGGCGATTGGCGTCAAACCGCCGGATATAATTTGGACCAAG 360 
61JE07          TTACCCTTGAAGATTTTGTGGGCGATTGGCGTCAAACCGCCGGATATAATTTGGACCAAG 337 
61JE08          TTACCCTTGAAGATTTTGTGGGCGATTGGCGTCAAACCGCCGGATATAATTTGGACCAAG 336 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      TTTTAGAACAAGGAGGAGTAAGTTCCTTGTTTCAAAATCTTGGAGTTTCTGTAACACCTA 420 
61JE07          TTTTAGAACAAGGAGGAGTAAGTTCCTTGTTTCAAAATCTTGGAGTTTCTGTAACACCTA 397 
61JE08          TTTTAGAACAAGGAGGAGTAAGTTCCTTGTTTCAAAATCTTGGAGTTTCTGTAACACCTA 396 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      TTCAGCGTATTGTATTGTCAGGTGAAAATGGATTGAAGATAGATATCCACGTCATTATTC 480 
61JE07          TTCAGCGTATTGTATTGTCAGGTGAAAATGGATTGAAGATAGATATCCACGTCATTATTC 457 
61JE08          TTCAGCGTATTGTATTGTCAGGTGAAAATGGATTGAAGATAGATATCCACGTCATTATTC 456 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      CTTATGAGGGTCTTTCCGGTGACCAAATGGGACAAATCGAAAAAATTTTCAAAGTAGTTT 540 
61JE07          CTTATGAGGGTCTTTCCGGTGACCAAATGGGACAAATCGAAAAAATTTTCAAAGTAGTTT 517 
61JE08          CTTATGAGGGTCTTTCCGGTGACCAAATGGGACAAATCGAAAAAATTTTCAAAGTAGTTT 516 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      ATCCTGTTGATGACCATCATTTCAAAGTGATTCTACATTATGGTACTCTGGTCATTGATG 600 
61JE07          ATCCTGTTGATGACCATCATTTCAAAGTGATTCTACATTATGGTACTCTGGTCATTGATG 577 
61JE08          ATCCTGTTGATGACCATCATTTCAAAGTGATTCTACATTATGGTACTCTGGTCATTGATG 576 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      GCGTTACTCCAAATATGATTGACTATTTTGGACGACCTTATGAAGGCATAGCGGTATTCG 660 
61JE07          GCGTTACTCCAAATATGATTGACTATTTTGGACGACCTTATGAAGGCATAGCGGTATTCG 637 
61JE08          GCGTTACTCCAAATATGATTGACTATTTTGGACGACCTTATGAAGGCATAGCGGTATTCG 636 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      ATGGAAAAAAAATTACTGTTACGGGAACTCTTTGGAACGGTAATAAGATTATTGACGAAC 720 
61JE07          ATGGAAAAAAAATTACTGTTACGGGAACTCTTTGGAACGGTAATAAGATTATTGACGAAC 697 
61JE08          ATGGAAAAAAAATTACTGTTACGGGAACTCTTTGGAACGGTAATAAGATTATTGACGAAC 696 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      GCCTGATTAATCCTGATGGTTCGCTTCTTTTTCGTGTTACTATTAATGGTGTCACTGGTT 780 
61JE07          GCCTGATTAATCCTGATGGTTCGCTTCTTTTTCGTGTTACTATTAATGGTGTCACTGGTT 757 
61JE08          GCCTGATTAATCCTGATGGTTCGCTTCTTTTTCGTGTTACTATTAATGGTGTCACTGGTT 756 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      GGCGATTATGCGAAAGAATCTTGGCTTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAA 840 
61JE07          GGCGATTATGCGAAAGAATCTTGGCTTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAA 817 
61JE08          GGCGATTATGCGAAAGAATCTTGGCTTAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACCAAA 816 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      ATTAGAAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACG 900 
61JE07          ATTAGAAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACG 877 
61JE08          ATTAGAAAACCAAGGCTTGAAACGTTCAATTGAAATGGCAATTAAACAAATTACAGCACG 876 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      TGTTGCTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGA 960 
61JE07          TGTTGCTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGA 937 
61JE08          TGTTGCTTTGATTGATAGCCAAAAAGCAGCAGTTGATAAAGCAATTACTGATATTGCTGA 936 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      AAAATTGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTA 1020 
61JE07          AAAATTGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTA 997 
61JE08          AAAATTGTAATTTATAAATAAAAATCACCTTTTAGAGGTGGTTTTTTTATTTATAAATTA 996 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      TTCGTTTGATTTCGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTA 1080 
61JE07          TTCGTTTGATTTCGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTA 1057 
61JE08          TTCGTTTGATTTCGCTTTCGATAGAACAATCAAATCGTTTCTGAGACGTTTTAGCGTTTA 1056 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Nluc      TTTCGTTTAGTTATCGGCATAATCGTTTGATCAATATCTCGAGAAAACAGGCGTTATCGT 1140 
61JE07          TTTCGTTTAGTTATCGGCATAATCGTTTGATCAATATCTCGAGAAAACAGGCGTTATCGT 1117 
61JE08          TTTCGTTTAGTTATCGGCATAATCGTTTGATCAATATCTCGAGAAAACAGGCGTTATCGT 1116 
                ************************************************************ 
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pNBBX-Nluc      AGCGTAAAAGCCCTTG-AGCGTAGCGT-GCTTTGCAGCGAAG-ATGTTGTCTGTTAGATT 1197 
61JE07          AGCGTAAAAGCCCTTG-AGCGTAGCGTGGCTTTGCAGCGAAAGATGTTG----------- 1165 
61JE08          AGCGTAAAAGCCCTTGAAGCGTAGCGTGGCTTTGCAGCGAAGA-TGTTGTCTGTTAGATT 1175 
                **************** ********** *************.  *****            
pNBBX-Her2-flag: 
pNBBX-Her2      ATGCCGACTGTACTTTTTACAGTCGGTTTTCTAATGTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 60 
61JE05          ---------------------GTTGGT--TTCAATGTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 37 
61JE06          ----------------------TTGGT--TTCAATGTCACTAACCTGCCCCGTTAGTTGA 36 
                                      * ***  *  **************************** 
 
pNBBX-Her2      AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 120 
61JE05          AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 97 
61JE06          AGAAGGTTTTTATATTACAGGCTAGCATATAGATCTAGTCTTATAACTATACTGACAATA 96 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 180 
61JE05          GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 157 
61JE06          GAAACATTAACAAATCTAAAACAGTCTTAATTCTATCTTGAGAAAGTATTGGTAATAATA 156 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 240 
61JE05          TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 217 
61JE06          TTATTGTCGATAACGCGAGCATAATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGAT 216 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTA 300 
61JE05          ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTA 277 
61JE06          ACAATGATTTCGTTCGAAGGAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCACCATGGCTA 276 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      AAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGT 360 
61JE05          AAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGT 337 
61JE06          AAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGT 336 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      TGTCAGGTGTTTACGCTGATTATAAAGACGACGATGATAAAGGATCCGTTGATGCAAAAT 420 
61JE05          TGTCAGGTGTTTACGCTGATTATAAAGACGACGATGATAAAGGATCCGTTGATGCAAAAT 397 
61JE06          TGTCAGGTGTTTACGCTGATTATAAAGACGACGATGATAAAGGATCCGTTGATGCAAAAT 396 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      ATGCTAAAGAAATGAGAAATGCTTATTGGGAAATTGCTCTTCTTCCAAACTTGACGAATC 480 
61JE05          ATGCTAAAGAAATGAGAAATGCTTATTGGGAAATTGCTCTTCTTCCAAACTTGACGAATC 457 
61JE06          ATGCTAAAGAAATGAGAAATGCTTATTGGGAAATTGCTCTTCTTCCAAACTTGACGAATC 456 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      AACAAAAGCGCGCCTTTATTCGAAAATTATATGATGATCCTTCTCAATCATCTGAACTTC 540 
61JE05          AACAAAAGCGCGCCTTTATTCGAAAATTATATGATGATCCTTCTCAATCATCTGAACTTC 517 
61JE06          AACAAAAGCGCGCCTTTATTCGAAAATTATATGATGATCCTTCTCAATCATCTGAACTTC 516 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      TTAGTGAAGCAAAAAAGTTGAACGATTCTCAAGCTCCAAAAGAATTCTCTGGTGGCTCGA 600 
61JE05          TTAGTGAAGCAAAAAAGTTGAACGATTCTCAAGCTCCAAAAGAATTCTCTGGTGGCTCGA 577 
61JE06          TTAGTGAAGCAAAAAAGTTGAACGATTCTCAAGCTCCAAAAGAATTCTCTGGTGGCTCGA 576 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      CAACCACAATTACGAATAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCA 660 
61JE05          CAACCACAATTACGAATAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCA 637 
61JE06          CAACCACAATTACGAATAATAATTCTGGAACCAATAGCAGTTCAACTACTTATACCGTCA 636 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      AATCTGGTGATACTCTTTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTC 720 
61JE05          AATCTGGTGATACTCTTTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTC 697 
61JE06          AATCTGGTGATACTCTTTGGGGAATCTCACAAAGATATGGAATTAGTGTCGCTCAAATTC 696 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      AAAGTGCGAATAATCTTAAAAGTACCATTATCTACATTGGTCAAAAACTTGTACTGACAG 780 
61JE05          AAAGTGCGAATAATCTTAAAAGTACCATTATCTACATTGGTCAAAAACTTGTACTGACAG 757 
61JE06          AAAGTGCGAATAATCTTAAAAGTACCATTATCTACATTGGTCAAAAACTTGTACTGACAG 756 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      GTTCAGCTTCTTCTACAAATTCAGGTGGTTCAAACAATTCCGCAAGCACTACTCCAACCA 840 
61JE05          GTTCAGCTTCTTCTACAAATTCAGGTGGTTCAAACAATTCCGCAAGCACTACTCCAACCA 817 
61JE06          GTTCAGCTTCTTCTACAAATTCAGGTGGTTCAAACAATTCCGCAAGCACTACTCCAACCA 816 
                ************************************************************ 
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pNBBX-Her2      CTTCTGTGACACCTGCAAAACCAACTTCACAAACAACTGTTAAGGTTAAATCCGGAGATA 900 
61JE05          CTTCTGTGACACCTGCAAAACCAACTTCACAAACAACTGTTAAGGTTAAATCCGGAGATA 877 
61JE06          CTTCTGTGACACCTGCAAAACCAACTTCACAAACAACTGTTAAGGTTAAATCCGGAGATA 876 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      CCCTTTGGGCGCTATCAGTAAAATATAAAACTAGTATTGCTCAATTGAAAAGTTGGAATC 960 
61JE05          CCCTTTGGGCGCTATCAGTAAAATATAAAACTAGTATTGCTCAATTGAAAAGTTGGAATC 937 
61JE06          CCCTTTGGGCGCTATCAGTAAAATATAAAACTAGTATTGCTCAATTGAAAAGTTGGAATC 936 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      ATTTAAGTTCAGATACCATTTATATTGGTCAAAATCTTATTGTTTCACAATCTGCTGCTG 1020 
61JE05          ATTTAAGTTCAGATACCATTTATATTGGTCAAAATCTTATTGTTTCACAATCTGCTGCTG 997 
61JE06          ATTTAAGTTCAGATACCATTTATATTGGTCAAAATCTTATTGTTTCACAATCTGCTGCTG 996 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      CTTCAAATCCTTCGACAGGTTCAGGCTCAACTGCTACCAATAACTCAAACTCGACTTCTT 1080 
61JE05          CTTCAAATCCTTCGACAGGTTCAGGCTCAACTGCTACCAATAACTCAAACTCGACTTCTT 1057 
61JE06          CTTCAAATCCTTCGACAGGTTCAGGCTCAACTGCTACCAATAACTCAAACTCGACTTCTT 1056 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      CTAACTCAAATGCCTCAATTCATAAGGTCGTTAAAGGAGATACTCTCTGGGGACTTTCGC 1140 
61JE05          CTAACTCAAATGCCTCAATTCATAAGGTCGTTAAAGGAGATACTCTCTGGGGACTTTCGC 1117 
61JE06          CTAACTCAAATGCCTCAATTCATAAGGTCGTTAAAGGAGATACTCTCTGGGGACTTTCGC 1116 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      AAAAATCTGGCAGCCCAATTGCTTCAATCAAGGCTTGGAATCATTTATCTAGCGATACTA 1200 
61JE05          AAAAATCTGGCAGCCCAATTGCTTCAATCAAGGCTTGGAATCATTTATCTAGCGATACTA 1177 
61JE06          AAAAATCTGGCAGCCCAATTGCTTCAATCAAGGCTTGGAATCATTTATCTAGCGATACTA 1176 
                ************************************************************ 
 
pNBBX-Her2      TTTTAATTGGTCAGTATCTACGAATAAAATAATCTAGAGAGCTCAAGCTTTCTTTGAACC 1260 
61JE05          TTTTAATTGGTCAGTATCTAC--------------------------------------- 1198 
61JE06          TTTTAATTGGTCAGTATCTACGAATAAAAT------------------------------ 1206 
                *********************                                        
 
